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緒論
化学修飾を施 した核酸(人 工核酸)を 有するオリゴヌクレオチ ド(オリゴ核酸)は 、高度な
生命現象の解明や有効性 ・安全性に優れた医薬品の開発、遺伝子診断用プローブ等への応用が
期待されている。人工核酸はその化学修飾部位により、糖部修飾、塩基部修飾、リン酸ジエス
テル部修飾に大別できるが、塩基部位は核酸塩基識別能や核酸の高次構造の安定性に大きく関
与していることから、化学修飾を施すことによりその性質を大きく変化させることが可能であ
る。実際に、三重鎖核酸を用いたテクノロジー開発のための基礎研究1)や、リボザイムの機能
解明への応用2)、人工塩基対の開発による新たな遺伝情報システムの開発3)等、非天然型塩基
を有する人工核酸は、それぞれの目的に応 じて世界中で数多く設計 ・合成され、その物性評価
が行われてきた(Eigure1)。
a)遺伝子診断ツールへの応用
b)リボザイムの機能解明研究
Figure1.Applicationofartificialnucleobases.a)Nonnaturalnucleobasepairsastoolstomonitor
thelevelsofHIVandHepatitisCvirus(HCV).b)ReplacementofG638andA7560fVSribozymeby
imidazolenucleobases.
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これ ら人 工核 酸 の開発 は 、従 来Figure2aに示 した よ うに行 われ て きた。 す なわ ち、 まず塩
基部 を分子 モデ リング等 で設 計 、合 成後 、核 酸糖 部 とカ ップ リング させ る。一続 いて 、ア ミダイ
トブ ロ ックへ の誘導 とオ リゴ核 酸 へ の導入 を経 て、 人 工核 酸 塩 基 の物性評 価 を行 う。 通 常 は、
さ らに機 能 性 の高 い分子 の 開発 を 目指 し、得 られ たデー タを次の分子 設 計へ と応用 し、 このサ
イ クル を繰 り返 し行 う。 この従 来 の開発法 で は、新 たな非天 然型塩 基 を開発 す るたび に これ ら
一連 の工程 を経 る必要 が あ り、特 に化合物 の合 成 に長時 間 を費やす た め、十分 に構造 を最 適化
す るまで このサ イ クル を繰 り返 し行 うこ とは 困難 で あ る。つ ま り、非天 然型 塩 基の よ り迅 速 な
開発 法 の確 立 は 、望 み の機 能 を有す る人 工核 酸 を開発す る上で非 常 に価 値 が あ る と考 え られ る。
そ こで 著者 は 、伸張後 修飾 法(PEM法:post-elongationmodificationmethod)4)を活 用 し
た新 た な非天 然型塩 基 の開発 アプ ローチ を考案 した(Figure2b)。伸 長後 修飾 法 とは 、あ らか
じめ反 応 部位 を導入 したヌ ク レオ チ ドをオ リゴ核 酸 へ と導入 し、オ リゴ核 酸上 で化学 修飾 を行
う手 法 であ る。 本手 法 は古 くか ら核 酸 の分 野 にお い て用 い られ てお り、 トリア ゾ リル化 した ピ
リミジン塩 基 へ の求核 置換 に よ る置換 基 の導入 が主 で あった。 また、近年 で は主 に機 能性 分 子
との コン ジュゲ ー トに も多 用 され る よ うに なった。著者 は 、塩 基部前 駆体 を もつ オ リゴ核 酸 を
合成 後 、伸 長後 修飾 に よ り誘 導体化 す るこ とで種 々 の核 酸塩 基 アナ ログを簡便 に合成 可 能 であ
る と考 えた。 このア プ ロー チ で は、誘 導体 合成 の 大幅 な効 率化 が 可能 で あ り、 「得 られ た人 工
核酸 の物性 評 価→ 新 たな人 工核 酸 のデザ イ ン→ 合成 」の サイ クル に要 す る時 間が大 幅 に短縮化
Figure2.Traditionalandnewapproachesofoligonucleotidesbearingnonnaturalnucleobase.
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で き る。 さ らに、DNA合 成後 に化 学変 換 を行 うため、例 えば、 オ リゴ核 酸合 成 時 に利 用 され
る様 々な反応 条件 に適 応 困難 な不安 定 な構 造 も導 入す る こ とが可能 にな る と考 え られ る。 これ
に よ り、 よ り論 理的 で緻密 な分 子 の探 索 をスムー ズ に行 うこ とが可能 にな る と考 えた。
一方 、近 年SharplessらとMeldalらに よ り報 告 され た一価 の銅触 媒 を用 いたHuisgen反応
(CuAAC)5'7購1は、様 々な分野 におい て広 く用 い られ て い る(Figure3)。本反応 は、 アジ
ドと末端 アル キ ンか ら1,4一置 一1-Hトリア ゾール 環 を位 置 異性体 選択 的 に与 え る反応 で あ り、
高い化 学選択 性 を有 して い る。溶媒 に水 を用 い る こ とが 可能 であ り、かつ化 学 選択性 が高い こ
とか らオ リゴ核 酸 の よ うな高極性 で 多官 能 基 を有す る生体 高 分子 を基質 とす る反応 に適 して
い る と考 えた。
Figu・吸 ρ・PP・(1)馴cat・1yzed・1kyn・・a・id・1,3・dip・1・rcy・1・aditti・n(C醐C)・
まずはじめに、著者はクリックケミス トリーを用いた人工塩基構築法の確立を目指 した(第
…章)8)。塩基部位にエチニル基を有するオ リゴ核酸を合成 し、ベンジルアジ ドとのCuAAC
反応をモデル実験 として行い、反応条件を最適化 した(第 一章第一節)。続いて最適化 した条
件下、種々のアジ ド試薬(1級,2級,3級,芳香族アジ ド)を用いることで本法の基質一般性を
確認 した(第 一章第二節)。また、物性評価の一例として、得られた非天然型塩基の塩基認識
能を一本鎖DNAと の融解温度測定(Tm測定)に より評価 した(第 一章第三節)。次に、今回
確立した新規開発アプローチを三重鎖形成核酸のための非天然型塩基開発へと展開した(第二
章)。三重鎖形成核酸は、標的二重鎖DNAに 結合 して三重 らせん構造を形成することが知 られ
ているが、CG、TA塩基対をそれぞれ選択的に認識する核酸塩基が存在 しない。そこで、本ア
プローチを用いて種々の非天然型塩基を合成し、CG塩 基対選択的な非天然型塩基の探索を行
った。(第二章第一節)9)。続いて、TA塩 基対認識のための塩基部位スクリーニング研究に着
手 した。はじめに、末端アルキンを有する糖部構造を設計・合成 し、オリゴ核酸へと導入 した。
次に、クリックケミ ス トリーを利用 して非天然型塩基の構築を行った(第 二章第二節)。そし
て、得られたオ リゴヌクレオチ ドの三重鎖形成能をTm測定により評価 した(第 二章第三節)。
注1Huisgen反応10)は古 くか ら知 られ ている有用 な1
,3一双極子付加 環化反応 の一つで、一般的には80℃ ～
120℃の高温 を要 し、生成物 は多 くの場合位 置異性体の混合物 とな るが(下 図)、1価の銅触媒 を用い ること
でanti体のみを選 択的に得 るこ とが可能 となった。
喊 ・RZ-Huisgenreacti°n80-720°C欝 一R)ひ
R
antis岬
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本論
第一章 オ リゴ核酸上での非天然型塩基構築法の確立
まずは じめに、塩 基 部前 駆体 とな るエチ ニル 基 を導入 したオ リゴ核 酸 を合 成 し、CuAACに
よ り塩 基 部位 を構 築 す る こ とで 、1H-1,2,3一トリア ゾール骨 格 を非 天然型 塩基 と して もつC一 ヌ
ク レオ シ ド型 人 工核酸 の合 成 を行 うこ とと した。 この手法 は 、ア ジ ド試 薬 を種 々変更 す るだ け
で 、様 々 な トリア ゾー ル型核 酸塩 基 の構築 が可 能 で あ り、本 手 法 を確 立す る こ とで、 よ り短 時
間 で種 々の非 天 然型塩 基 を有す るオ リゴ核酸 の合成 が可能 に な る と考 え られ る(Figure4)。
Figure4.SynthesisoftriazolenucleobasesusingCuAAC.
第 一 章 第 一 節 エ チ ニ ル 基 を 有 す る オ リ ゴ核 酸 の 合 成 と ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リー に よ る
非 天 然 型 塩 基 の 構 築
まず 、塩 基 部位 にエ チニル 基 を有す るヌ ク レオ シ ドを合成 し、オ リゴ核 酸 へ導入 す るこ と と
した(Scheme1)。市販 の2-deoxy-D・ribose(1)から5工 程 を経 てエ チ ニル基 を有す るヌ ク
レオ シ ドをア ノマ 異ー性 体 混合物12(2)11)として得 た。5'位水 酸基 の ジ メ トキ シ トリチル 化 を
行 い異性 体(3α,3β)を分離 精製 した後 、3β をホスホ ロア ミダイ ト体へ誘 導 した(4)。得 ら
れ た ア ミダイ ト体4は 、DNA自 動 合成 機 を用 いて15merの オ リゴ核 酸 の 中心 に導 入 した。
続 いて 、ODN1と ベ ンジル ア ジ ドを用 い たモデ ル 実験 に よ り、 ク リックケ ミス トリー に よ
触 通常、天然の核酸糖部であ るフラノース環は4つ の不斉炭素中心を もつ。 この不斉炭素 中心 の うち、1位 の 立体配置
のみが異 なるジアステ レオマー を相 互にアノマー異性体 と呼ぶ。α と βの名称 は、ア ノマー位 の炭素 の立体配置 とD・、
L・を決定す る炭素の立体配置の相対的関係 で決 められ る。構 造をHaworth式で記述 したとき、D系 列 の化合物 は5位 炭
素原子 とア ノマー位置換基 が同 じ側 になる場合 、βア ノマー となる。
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Sche血e1.Reagentsandconditions:a)DMTrCl,pyridine,rt,2h,56%for3aand18%fbr3β .b)
(1・Pr2N)2PO(CH2)2CN,diisopropylammoniumtetrazolide,McCN/THF=3:1 ,rt,4h,69%.c>
automatedDNAsynthesizer。Couplillgtime:10min,activator:Activator42TMorDCIactivator,
Couplingefficiency:quant.In七hesequences,cstands2'・deoxy-5・methylcytidine注3 .The
compositionoftheODNswasconfirmedbyMALDI-TOFMassanalysis .MALDI-TOFMassdata
([M-H]')forODN1;found4395.91(calcd4395.39).
る トリア ゾール型 核酸 塩基 構 築 の反応 条件 を検 討 した(Table1,Figure5)。反 応 はRP-HPLC
を用 いて追跡 した。 なお 、MALDTTOFMassによ り化合 物 の 同定 を行 った。 は じめに、10%
THE水 溶 液 を用 いて反 応 を行 い(Entry1)、反応 液 をHPLCで 分析 した。結果 、原 料(ODN1)
と、目的 の化 合物(ODN1・a)がほぼ1:1の割合 で現れ る こ とを確 認 した(Figure5a)。ま た、
Table1.OptimizationofthereactionconditionsforCuAAC.
5'-TTTTTCT
Entry
1
2
3
4
Reagents(eq.) Solt'.
CuSO4(2.0),Naascorbate(2.0),BnN3(2.2)10%THFaq.
CuSO4(4.0),Naascorbate(4.0),BnN3(5.0)10%THFaq.
CuSO4(2.0),Naascorbate(4.0),BnN3(10),TBTA(4.0)10%DMSOaq.
CuSO4(2.0),Naascorbate(4.0),BnN3(10),TBTA(4.0)30%DMSOaq.
TimeConv.(%)
15h
1 h
2min
5min
5
85
71
95
[a]Theconversionefficiencywasevaluatedbyreversed-phaseHPLCanalysisfromthepeakareasof
ODN・1andODN・1a.Ω;2,・deoxy-5・methylcytidine.
融2'・deoxy・5・加ethylcytidi鵬は、シチジン類縁体であ る。三重鎖形成オ リゴ核酸(TFO)に おいて、シ トシンのかわ りに
導入 す ることで三重鎖を安定化 す ることが知 られ てお り、現在 では広 く用い られ てい る。
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Figure5.HPLCanalysisofCuAACbetweenODN-1andbenzylazide.
llQDN1-a
U!/一 ・
凾㍉
HPLCconsition:reversed・phaseHPLC(WatersXterraRPcolumn)withacetonitrile!water
containing100mMtriethylamine-aceticacid(TEAR)buffer(pH7.0)asmobilephase,linear
gradient8-20%acetonitrile/water(30min,1.OmL/min}.
試薬 の当量 を増加 させ る こ とで反 応 効率 の 向上が見 られ た(Entry2,Figure5b)。しか しな
が ら、 これ らの条件 は いず れ も15時 聞 と比 較 的長 時間 を必要 と した。 まな 、反 応 効率 に も大
きな ば らつ きが あ り、再現性 を得 る こ とが難 しか った。加 えて 、一部 オ リゴ核 酸 の分解 も認 め
られ た。今 回 の実験 系 では 、反 応 ス ケール が非 常 に小 さいた め(反 応溶 液 も10μL程 度 と非常
に少量)、THEが揮発 し、反応 液 中のベ ンジル アジ ドが分離 した こ とが原 因 として 考 え られ る。
また 、一価 の銅 触 媒 は不安 定 であ り触 媒 が容易 に不 均化す る こ と注4や、ラジカル の発 生 に よる
オ リゴ核酸 の分 解 が報告 され てお り12)、これ らも原 因の一 つ で ある と考 えた。そ こで、一 価 の
銅 触媒 の リガ ン ドと して2004年 にFokinらに よっ て報 告 され たTBTA(ト リス[(1・ベ ンジル
ー1H1,2,3・トリア ゾール・4・イル)メチル]アミン)13)を用 い る こ とに した。 また 、溶 媒 の 有機 層 と
してDMSOを 用 い る こ とと した注5。結果 、銅 に対 してTBTAを2当 量 以 上用 い る こ とで再 現
性 よ く、かつ 非常 に短 時 間で反 応 が進 行す るこ とを見 い だ した(Entries3-4,Figures5c-5d)。
最終 的 に、Entry3と同条件 下 、溶 媒 のDMSOの 割合 を30%と したEntry4の条件 で以 降の
実験 を進 め る こ と と した。
第 一 章 第 二 節 基 質 一 般 性 の 検 討 曳
第一 節 で 見 い だ した 非天 然型 塩 基構 築 のた め の条件 の基 質 一般 性 につ い て種 々の ア ジ ド試
薬 注6(1級、2級 、3級 、芳香 族 ア ジ ド)を 用 いて検討 を行 った(Table2)。結 果 、脂 肪 族 の
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1級 、2級 ア ジ ドで は効 率 よ く反 応 が進行 しそれ ぞれ 対応 す る トリア ゾー ル型 核酸塩 基 を有 す
る 目的 のオ リゴ核 酸 が得 られ た(Entries1-4:0DN1-a-d)。一方 で、脂 肪族 の3級 ア ジ ドを
用 いた 場 合 は、 そ の 立 体 障 害 の た め か低 収 率 に と どま っ た(Entry5:0DN1・e8%,Entry
6:0DN1・f38%)。しか しなが ら、嵩 高い3級 ア ジ ドを基 質 と して用 いた場 合 も反応 時 間 を延
Table2.Examinationofsubstrategenerality.
注4銅(1)イオン触媒は、酸素 と反応 して銅(zz)イオンとスーパーオキシ ドや ヒドロキシラジカルのようなROS(活性酸素
種)を生成 した り、銅(1)イオン同士が不均化反応を起こして銅(0)と銅(II)が生成することが知られている。これらの反応
は、触媒サイクルの妨嘆となり、ROSはDNAのような生体高分子に作用 してDNAの 切断などを引き起こす。
注5TBTA添加 時における反応溶媒 の検討;Kuboyamaetal.Bioorg.Med.Chem.2011,19,249.
鸛 一部 の芳香族 ア ジ ドの合成 に関 しては引用文献 を参14 ,15)。
注?フロンティア軌道論において
、CuAACではアジ ドのHOMOと 末端
アルキンのLUMOの 相互作用が反応性を支配する。よって、電子供与性
置換基を有す るアジ ド、または、電子求引性置換基を有する末端アルキ
ンを用いた揚合は、無置換のアジ ド、または、末端アルキンを用いた揚
合と比較 してHOMO・LUMO問のエネルギー差が小 さくなり、反応は加
速される。
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長 す る こ とで収 率 が改善 され る ことが 明 らか とな った(Entry6)。芳香族 ア ジ ドを用 いて反応
を行 った場 合 、 フェニル ア ジ ドに加 えて、電 子供 与基(メ チル 基)、電子 求 引基(カ ル ポ キ シ
ル 基)を 有 す るアジ ド試 薬 も首尾 よ く反応 が進 行 し、高収 率で 目的物 が得 られ た(Entries7-
10:0DN1・g-7)。さ らに、ア ジ ドのオル ト位 に置換 基 を有す るよ うな 立体 的 にか さ高 いア ジ ド
試 薬 を用 い て も収 率 よ く 目的 物 が得 られ る こ とが分 か った(Entries11-12:0DN1-k-1)。芳
香環 が ピ リジン環 の場 合 、Entry13(ODN1・m)では反応 が進行 し、高収 率 で 目的 のオ リゴ
核 酸 を得 る こ とが で きた が、一方 で 、無置換 の ものや 、ニ トロ基 を有す るア ジ ド試 薬 で は反応
が進 行せ ず原 料 回収 となった(Entries14-15:0DN1-n-o)。反応 が進 行 しなか った 原 因の一
つ と して ピ リジ ン環 に よ りア ジ ド基 の電 子密 度 が 下 が り反応 性 を低 下 させ た可 能性 が考 え ら
れ る注7。以 上 の結果 よ り、今 回見 いだ した ク リックケ ミス トリー の反 応 条件 下、多 くのア ジ ド
試 薬 か ら多 様 な トリア ゾール型 塩 基 をオ リゴ核 酸上 で簡 便 に合 成 で きる こ とを確認 した。
第一章第三節 トリアゾール型核酸塩基 を有す るオ リゴヌ クレオチ ドの二重鎖形成能
評価
実際、本手法の有用性を確認するために、合成 した トリアゾール型核酸塩基の塩基対形成能
を融解温度測定(Tm測定注8)により評価 した(Table3)。配列中のXに は今回合成 した トリ
Table3.Tmvalues(°C)ofduplexes.
5'-TTTTTCTXTCTCTCT-3'
targetDNA3'-AAAAAGAYAGAGAGA-5'
X
(R)
Y X
(R)
Y
AGCT AGCT
毳 毳 32322931
30'、373434
323$3433
33383333
37404038
39423638
35393939
34373433 T 52423942
Conditions;10mMsodiumphosphatebuffer(pH7.0),100mMNaCI,3ｵMeacholigonucleotide.C;2'-deoxy-5-methylcytidine.
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ア ゾー ル型 核 酸塩 基 を、Yの 位 置 に4種 類 の天然 の核 酸塩 基(A、G、C 、T)を 用 い るこ とで
塩 基対 形成 能 を評価 した。結 果 、 トリア ゾー ル型 核酸 塩基 は天 然 の フル マ ッチ塩 基対 のTm値
(52℃)と比 べて10℃ 以上低 い値 とな った。 しか し一方 で 、 トリア ゾー ル環 構築 前 よ りもそ
の7㌔ 値 が上昇 す る こ とも明 らか となっ た。 これ は 、 トリア ゾール環 の若 干 のス タ ッキ ング効
果 に よ り、 二重 鎖 の安 定性 が 向上 した と考 え られ る。 ま た 、1一フ ェニル チオ メチ ルー1H・1,2,3一
トリア ゾー ル を塩基 部位 に持 つ オ リゴ核酸 のTn、値 は 、37°C-40℃と全 ての塩 基対 して トリア
ゾール 環構 築 前 よ り大 き く向上 し、またそ の塩 基 対 選択性 は ほ とん ど見 られ な か った。これ は 、
硫 黄原 子 の導入 に よ り塩 基部位 の疎水性 が 向上 した こ とで、よ りス タ ッキ ング効 果 を獲得 で き
た ので は ない か と推 測 され る。 この よ うな非 特異 的認 識能 を有す る核 酸塩 基 は 、ユ ニバ ーサ ル
塩 基is,17)として知 られ てお り、今 後詳 細 な検討 は必要 で あ るが、ユ ニバ ーサル 塩基 と して の
機 能 を有 す る非 天然型 塩基(1一フ ェニル チオ メチル ー1H1,2,3一トリア ゾール)の 発 見 に至 った。
この よ うに、非天然 型塩 基 の一部 の置 換基 を簡 便 にス ク リー ニ ング可能 に なっ た こ とで、分子
モ デ リン グ等 で は発 見 す る こ とが 困難 な構 造 を もつ 有 用 な分 子 の探 索 を迅 速 に行 うこ とが 可
能 に なった。
以 上 、著者 は 、伸長 後修 飾 法 にCuAACを 活 用す る こ とで、 オ リゴ核 酸上 で の非天 然型塩 基
構築 法 を確 立 し、そ の基質 一般 性 につ い て も確認 した。 また、本 手法 を用 い て一本鎖DNA認
識能 をTm測 定 に よ り評 価 した。 これ に よ り、従 来 よ りも迅速 、簡 便 に非天 然型塩 基 の合成 と
そ の物性 評価 が可能 に なった こ とを示 した。
rl:gT,,,測定 は、温度 上昇 に伴 うUV吸 収の変化を測 定 した もので あ
る。 二重 鎖の 臨 値 とは、二本鎖DNAの 半分 が一本鎖DNAに 解
離 する温 度であ り、三重鎖のTin値とは、標的 二重鎖DNAと 結合
しているTFOの 半分が解離す るときの温度で ある。 これ らは、そ
れ ぞれ 二重鎖、三重鎖 の安定性 の指 標 とな る。
Ec
O
N
詈
毳
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第二章 新規開発アプ ローチの三重鎖形成核酸への展開
非天然 型塩 基 を有 す る人工核 酸 は、遺伝 子 治療 や診 断薬 、そ の他核 酸 を用 いたテ ク ノロジー
の研 究 等 、 多 岐 に渡 って 利 用 され て い る。 中 で も三 重 鎖 形成 オ リゴヌ ク レオチ ド(TFO;
triplexformingoligonucleotide)は、遺伝 子本 体 であ る二重鎖DNAを 直接標 的 とで き るこ と
か ら遺伝 子発 現 の抑 制 だけ でな く、転 写の促 進や 複製 阻害 、変異誘 発等 の様 々 な核 酸テ クノ ロ
ジーへ応 用 可能 な魅 力的 な分 子 であ る18)。
TFOは 、標 的 二重鎖DNAの 片側 の鎖 の核 酸塩 基 を識 別す る ことで配 列 特異 的に三 重 らせ
ん構 造 を形成 す る こ とが知 られ てお り、そ の塩基 対結 合様 式 はFigure6に示 した通 りで ある。
す な わ ち、TFOの 塑 がAT塩 基 対のAを 、プ ロ トン化 したC(C+H)がGC塩 基対 のGを そ
れ それ2本 のHoogsteen型水 素
結 合 を介 して認 識す る。しか しな
が ら、TAま た はCG塩 基 対 を選
択 的 か つ 強 固 に識 別 す る天然 の
核 酸 塩基 が存在 しな い こ とか ら、
標 的 とで きる配 列 はDNAの ホモ
プ リン ・ホ モ ピ リミジ ン領 域 に限
られ る とい う問題 点 があ る。そ こ
で 、三重 鎖形 成核 酸 の実用 化 を達
成す るた めに、数 多 くの非天然型
塩基 が合成 され 、その物性 評価 が
な され て きた1)。しか しなが ら、
ま だ 実 用 化 可 能 な十 分 な機 能 を
有 す る人 工 核 酸 の 開 発 に は 至 っ
て お らず 、よ り選択 的 に塩基 対 を
TFO(lnplex-formincOllgQnUCIeαlde)
dsDNA
Figure6.StructureofbasetripletsintriplexDNA.
認識する人工核酸の開発が求められている。そこで、著者は今回確立したアプローチを三重鎖
形成核酸のための非天然型塩基開発へと展開し、有用な分子の探索を行 うこととした。
第二章第一節CG塩 基対認識 のための非天然型核酸塩基スク リーニング研究
三重鎖 核酸 にお け るCG塩 基 対 の認 識 にお いて 、天然 の核
酸 で あ るチ ミン(T)は 、一本 の水 素結 合 を介 してCG塩 基
対 を認識 す る こ とが知 られ て い る(Figure7)が、TはAT
塩 基対 と よ り強 固 に塩 基対 を形 成す るた めCG塩 基対認 識
に利用 す るこ とはで きない。当研 究 室 にお いて これ まで にイ
ミダ ゾー ル とオ キサ ゾール を塩 基部位 に持 つ 人 工核 酸 が 開 Figure7.Plausiblestructureof
T・CGtriplet.
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発 され 、既 に物性 評 価 が行 われ てい る(Figure8)19,20)。そ の結果 、IBの場合 はCG塩 基対 に
対す る選択 性 、親和 性 が得 られ なか った の に対 して 、OBは 若 干 のCG塩 基 対選 択性 と中程度
の親 和性 を有 す る こ とが わか っ た。 以 上 の こ とか ら、オ キサ ゾール を有す る人 工核 酸(OB)
の グ リコシル結 合 の α位 に存在 す る酸素原 子 が 、水 素結 合受 容体 と して シ トシン4位 ア ミノ基
と水 素結 合 して い る こ とが考 え られ た(Figure8)。今 回第 一章 で合成 した トリア ゾール型 核
酸 塩 基 も、 グ リコシル結 合 の α位 に水素 結合 受容 体 とな る窒素 原子 を持つ こ とか ら、OBと 同
様 にCG塩 基対 に対 して親 和性 を有す るので は ないか と考 えた。 さらに、ク リックケ ミス トリ
ー を用い た本法 を利 用 し、 トリア ゾー ル環1位 の置換基 を スク リー ニ ングす る こ とで よ りCG
塩 基 対 に対す る選択 性 を向上 させ る ことがで き るので はな いか と考 えた。
Figure8.ProspectivestructuresofOB-CG,IB-CGandtriazole・CG.
そこで、Tm測定を用いて非天然型塩基を有するオリゴ核酸の物性を評価 した。Table中のX
は今回合成 した非天然型塩基、YZは 標的となる塩基対を示した。まずはじめに比較的単純な
構造を有するアジド試薬を用いた非天然型塩基及び天然のチ ミン(T)をXに 導入 したオ リゴ
Table4.Tmvalues(°C)oftriplexes.
TFO5'-TTTTTCTXTCTCTCT-3'
…g・・DNAI;:驪檻 器 き韈 羅:1:
Entry
X
(R)
YZ
Entry
X
(R)
YZ
TACGGCAT TACGGCAT
1
2
3
4
14
14
12
11
20
20
zo
17
12
<10
<10
<10
<10
く10
<10
<10
5
6
7
8
9
19
18
く10<10
<10く10
17 25 <10<10
1≡
T
21
17
21
25
16
20
15
44
Condltゆns;10mMsodiumphosphatebu什er(pH7.0),140mMKα,10mMMgα2,189μMeachollgonucleotide,Ω2'-deoxy-5-methylcytidine
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核 酸 のT,。測 定 を行 った(Table4)。先 に も述べ た が、チ ミンはCG塩 基 対 に対 して1本 の水
素結 合 を介 して トリプ レッ トを形 成す る こ とが知 られ てお り、そ のTn値 は.25℃の値 を示 した
(Entry9)。一 方 で、AT塩 基対 に対 して44°Cと高 いTn,値を示 してお り、チ ミンはAT塩 基
対選 択性 を有 してい るこ とを示 した。合 成 した非 天然 型塩 基は全 てCG塩 基対 とそ の他 の塩 基
対 とのTm値 に差 が 見 られ(△Tn,=6～8℃)、中程度 のCG塩 基 対選 択性 を示 した(Entries1-
7)。この こ とか ら、当初 の設 計通 り トリア ゾー ル環 がCG塩 基 対選択 的 に相 互 作用 して い る可
能性 が考 え られ る。 また 、1一ア ダマ ンチ ル基 を有す るか さ高 い置 換 基 を持 つ非 天然 型塩 基 も、
そ のTm値 は17°Cと低 い もの の、三重 鎖 を形成 す るこ とが 明 らか となった(Entry4)。これ ら
7種 類 の トリア ゾー ル型 核酸 塩 基の 中で 、芳香族 ア ジ ドで ある フェニル ア ジ ドを用 い て合成 し
た非天然 型塩 基 は 、CG塩基 対 に対 して最 も高 い値 を示 し、その値 は25℃ と(Entry7)、T・CG
トリプ レッ トと同程度 の値 を示 した。 また 、その他 の塩基 対(TA、GC、AT)に 対す るTmI直
は17℃ 以下 で あ る ことか ら高 い塩 基対選択 性 を有す る こ とがわ か った。 そ こで 、 フェニル ト
リア ゾール骨 格 を基 本骨格 と して 、ベ ンゼ ン環 に置換 基 を種 々導入 した非天然 型塩 基 を合成 し、
さ らな るCG塩 基対 に対 す る選 択性 の 向上 を試 み た(Table5)。ベ ンゼ ン環 オル ト位 に ヒ ドロ
Table5.Tmvalues(°C)oftriplexes.
TFO5'-TTTTTCT%TCTCTCT-3'
5'-GGCAAAAAGAYAGAGAGACGC-3't
argetDNA3'‐CCGTTTTTCTZTCTCTCTGCG-5'
Entry
X
(R)
YZ
Entry
X
(R)
YZ
TACGGCAT TACGGCAT
1725<10<10 23く10<10
1525<1017 1321<10く10
151712<10 く1021<10<10
15241512 1823<10く10
1421<10く10 1624く10<10
1722く10<10
1522く10<10
Conditions;10mMsodiumphosphatebuffer(pH7.0),140mMKCI,10mMMgCl2,1.89ｵMeacholigonucleotide.C;2'-deoxy-5-methylcytidine
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キ シ基 を有 す るEntry2や、 ピ リ ドン構 造 を有す るEntry4では、無置 換ベ ンゼ ン と比較 して
CG塩 基対 に対 し同程 度 のTm値(24-25℃)を 示 し、TA塩 基対 に対 し若干 のTm値 の減 少が
見 られ た。 一方 で 、カル ポキ シ基 を持つ非 天然 型塩基 は、CG塩 基対 に対す るTm値 が大 き く
低 下 した(Tm=17°C,Entry3)。メタ位 に置 換 基 を有す るものは 、その置 換基 によ るT,。値 の
変 化 があ ま り観 察 され ず 、全体 的 に三重鎖 を若 干 不安 定化 す る結果 となっ た(Entries5-8)。
一方 で、Entries9-10の結 果 か らパ ラ位 の置換 基 がTA塩 基対 に対す る親 和性 に大 きく影 響す
るこ とが 明 らか とな った。 特 にパ ラ位 に カル ポ キシ基 を有す る非天 然型塩 基 は、CG塩 基 対 に
対 して若 干 親和性 が低 下 した もののTA塩 基 対 に対 す るTm値 が大 き く低 下 した(Entry10)。
パ ラ位 置換 基 は 、三 重 らせ ん構造 の リン酸 ジエ ステ ル骨格 の方 向に位置 して い る と考 え られ 、
よ り詳 細 な検討 は必 要 であ るが、置換 基 と リン酸 ジエ ステル骨 格 間での 立体反 発や静 電 的反発
等 の 要 因 に よ り塩 基 対 認 識 能 に影 響 を
与 え てい るので は ない か と推 察 され る。
そ こで、さ らにパ ラ位 置換 基 を変換 した
結果 、 ウ レイ ド基 を有 す る もの が 、CG
塩 基 対 に対 して チ ミン と同程 度 の親 和
性 を保 った まま({君n=24℃)、TA塩基
対 に対す る親 和性 が低 下 し、結果 と して
高 い塩 基 対選 択性 を示 した。このCG塩
基対 選択性 を確 認 す るた め、異 な る測 定
条 件 下 、7も 測 定 を行 っ た(Table6,
Figure9)。結果 、チ ミンはCG塩 基対
に対 して28°C、AT塩基 対 に対 して44℃
Table6.Tmvalues(°C)oftriplexes.
TFO5'-TTTTTCTXTCTCTCT-3'
5'-GGCAAAAAGAYAGAGAGACGC-3'targetDNA3'-CCGTTTTTCTZTCTCTCTGCG-5'
Entry
X
(R)
YZ
TACGGCAT
3 T
23291719
18291718
21282244
Conditions;10mMsodiumcacodylatebuffer(pH6.8),100mMKCI,50mM
MgC【2,189ｵMeacholigonucleotideΩ2'-deoxy-5-methylcytidine
のTm値 とな り、△%ニ16℃ を示 した。 一方 、P一ウ レイ ドフ ェニル トリア ゾール を塩基 部位 に
持つ 人 工核 酸 は、CG塩 基 対 に対 し29℃ とT・CGと 同程 度 で あ り、△Tm=11℃を示 した。 以
上 の結果 か ら、今回 見い だ した非 天然 型塩 基 は、T・ATの塩 基 対選択性 には及 ばな かった もの
の、CG塩 基 対 に対 して 良好 な選択 性 を有す る こ とがわ かった。また、推 測 では あ るが 、Figure
9bに示 した よ うな トリプ レッ トを形 成 して い るので はない か と考 え られ る。
丁
董z°
EO
r1°
戔
=o
010203040506070
Temparature('C)
Figure9.a)UVmeltingprofilesfortriplexes.b)Plausiblestructureof
triplet.
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第二章第二節TA塩 基対認識のための糖部合成 とオ リゴ核酸上での塩基部位構築
三重鎖形成核酸の実用化に向け、TA塩基対を認識する塩基の開発はこれまでに幾つか報告
されているものの21>、CG塩基対認識塩基の開発に比べて非常に少なく研究はあまり進展 して
いない。先の トリアゾール環を核酸塩基骨格に持つ人工核酸は、CG塩 基対選択的であった。
そのためTA塩 基対認識に向けた新たな糖部構造が必要となるが、TA塩基対認識核酸塩基の
開 発 に お い て は 、 コア とな る構 造 が こ
れ ま で の研 究 か ら未 だ 明 らか とな っ て
い な い(Figure10)。その大 きな原 因 と
して 、TA塩 基対 のチ ミン5位 メチル 基
の存在 が あげ られ る。TFOの 核 酸 塩 基
は、チ ミン5位 メチル 基 の 立体反発 を
受 けやす く、 チ ミンを認 識 す る こ とが
難 しい。 そ こで今 回著 者 は 、Figure11
漣
Figure10.Corestructureforrecognitionofpy・pu
basepair.
に示 したように、コア構造の代わ りにチ ミンをスキップするスペーサーを導入し、スペーサー
部位の末端でクリックケミス トリーを用いた伸長後修飾法によりアデニンを認識する構造(R)
をスクリーニングすることとした。これ らの検討によりTA塩 基対を認識する人工核酸の開
発、または人工核酸開発に向けた有用な構造情報を得ることができるのではないか と考え
た。
Figure11.NewstrategyforrecognitionofTAbasepair.
糖 部構 造 の スペ ー サー 部位 は分 子モ デ リング等 に よ り設計 し、芳香 族 スペ ー サー 、脂肪 族 ス
ペ ー サー の両 方 を考 案 した(Figure12)。 芳 香族 スペ ー サ ー と して は 、チ エ ニル スペ ー サ ー
(Spacera)を用 い る こ とと した。分子 モ デ リングの結 果 か ら、 チオ フ ェン等 の五員 環 は チ ミ
ン5位 メチル 基 との立 体障 害 が小 さ く、ま たチ オ フェ ン部位 のス タ ソキ ン グ効 果 に よる三重 鎖
構造 の安定 化 が期待 で き る と考 え られ る。 一方 、脂 肪族 スペ ー サー は 、5種 類 の スペ ー サー 構
造Spacerb-fを設 計 した。これ らは 自由度 の高 さか ら三重 鎖構 造 自体 の安 定性 を低 下 させ る可
能性 があ る ものの 、スペ ー サー の長 さをそれ ぞれ 変化 させ 、その構 造 に適 度 な 自由度 を もたせ
る こ とで 、アデ ニ ンの認 識 に うま く作用 す る可能性 が十 分 にあ る と考 えた。 まず 、それ ぞれ の
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Figure12.StructuresofSpacera‐Spacerf.
スペ ー サー を有す るア ミダイ トブ ロ ックを合成 した。チオ フ ェン部位 をスペ ーサ ー に持 っ化 合
物 の合成 をScheme2に示 した。 文献既 知化 合物522)を合成 後、 トリメチル シ リル アセ チ レン
との園頭 カ ップ リング反応 に よ りアセチ レンユ ニ ッ トを導入 し化 合物6を 得 た。炭 酸 カ リウム
ーメタ ノー ル条件 下 、トリメチル シ リル基 とアセ チル 基 の除去 を行 いヌ ク レオ シ ド7と した後 、
5'位水酸 基 の ジ メ トキ シ トリチル化(8)、3'位水 酸 基 のボス ホ ロア ミダイ ト化 を経 て 、DNA合
成機 に適 用可 能 なア ミダイ トブ ロ ック9へ と誘 導 した。続 いて 、5'位水 酸基 をジメ トキ シ トリ
MS
b
AC
5
OAc
s
OH
7
OH
8
Scheme2.Reagentsandconditions:a)TMSCCH,Pd(PPhs)4,Cul,THF/Et2N=7:2,rt,22h,quallt.
b)K2CO3,McOH,rt,0.5h,quant,c)DMTrC1,pyridine,rt,5h,94%.d)i-Pr2NP(coo(CH2)2CN,
DIPEA,CH2C12,rt,5h,89%,
チル 基 で保 護 したエ ステル 体1023)から、3種 類 の スペ ー サー(spacerb,c,f)を有す るア ミダ
イ ト体 の合成 を行 った(Scheme3)。ア ミ ド構 造 を有す るspacerfは、まず 文献既 知化 合物 の
エ ステ ル体10鸛 基性 条件 で加 水 分解 し、96%の収 率 で カル ボ ン酸誘 導 体11へ と導 き、
ESC・HCIを用 いて プ ロパ ル ギル ア ミ ドと縮 合 させ ア ミ ド体12を 得た。 そ の後 、3'位水酸 基
のボス ホ ロア ミダイ ト化 を行 いspacerfを持っ ア ミダイ ト体13を 収 率90%で得 た。Spacerb
を有 す るア ミダイ ト体 の合 成 は 、まず化 合物10をDIBALに よ り還无 しアル デ ヒ ド14を91%
の収 率 で合成 し、続 い て大平 一ベ ス トマ ン試 薬 との反応 に よ り末端 アセ チ レン15を 構 築 した。
続 いて 、3'位水 酸 基 のホス ホ ロア ミダイ ト化 に よ りspacerbを有す るア ミダイ ト体16へ と導
15
い た。最 後 に、spacercを有 す るア ミダイ ト体19の 合成 は、まずLiAIH4を用い て化合 物10
のエ ス テル を1級 アル コー ルへ と還 元 し、続 いて トシル 化 を行 い化 合物17へ と2工 程81%の
収 率で誘 導 した。 次 いでSN2反応 に よ り末 端アセ チ レンを導入 し化合 物18と した後 、 ホ スホ
ロア ミダイ ト化 に よ りア ミダイ ト体19の 合 成 を達成 した(Scheme3)。
また 、αハ ロ糖:20からspacerd、eを有す る2種 類 のア ミダイ ト体 の合 成 も同時 に行 っ た。
spacerdを有す るア ミダイ ト体 の合 成 では 、化 合物20に 対 して プ ロパル ギル アル コール を反
応 させ て ア ノマ 異ー性 体21α、21βを分離精 製す る こ とで、それ ぞれ34%、39%の収 率で得 た。
得 られ た化 合物 の 立体 は、糖 部1'位水 素 と4'位水 素(21β)、または糖部i位 水 素 と3'位水 素
(21α)の相 関 をNOESY測 定 に よ り観測 す る こ とで決 定 した。続 い て21β の5'位水酸 基 、3'
ドへ
位水酸基の脱保護をソジウムメ トキシドを用いて行い収率よくヌクレオシ ド22を得た。得 ら
Scheme3.Reagentsandconditiolls:a)KOH,THFソH20=1:1,rt,12h,96%.b)Propargylamine,
EDC・HCI,DMAP,CH2Cl2,rt,11h,93%.c)f・Pr2NP(C1)0(CH2)2CN,DIPEA,CH2Cl2,rt,3h,90%.d)
DIBAL,CH2Cl2,-78°C,0.5h,91%.e)Ohira-Bestmannreagent,K2COs,McOH,rt,5h,90%.f)
f・Pr2NP(Cl)0(CH2)2CN,DIPEA,CH2C12,rt,1.5h,87%.g)LiAIH4,THF,0℃,4h。h)TsC1,pyridine,
rt,12h,81%fbr2steps.i)LiCCH・EDA,THF,rt,9h,65%.」)f・Pr2NP(CDO(CH2)2CN,DIPEA,
CH2C12,rt,5h,97%.
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れ た化 合物22の5'位 水酸 基の ジ メ トキシ トリチル 化 に よ り トリチル 体23へ と誘 導 し、続 く3'
位 水酸 基 のホ スホ ロア ミダイ ト化 を経 てspacerdを有す るア ミダイ ト体24の 合成 を達成 した。
最後 に、spacereを有す るア ミダイ ト体29の 合 成 を記す。aハ ロ糖20か ら文献 に従 い2工
程 で導 い たカル ボ ン酸誘 導体252のとプ ロパ ル ギル ア ミン との縮合 に よ りア ミ ド体26を 収 率
96%で合成 した後 、 ソジ ウム メ トキ シ ドを用 い た水 酸基 の脱保 護 に よ りヌ ク レオ シ ド27へ と
導 い た。 その後 、 これ まで の化 合物 と同様 に5'位水 酸基 の ジ メ トキ シ トリチル化(28)、3'位
水 酸基 の ホス ホ ロア ミダイ ト化 を行 いア ミダイ ト体29を 得 た。
以上合 成 した6種 類 の ア ミダイ ト体(9,13,16,19,24,29)を15・merのオ リゴ核 酸へ と
導入 した(Scheme冷5)。オ リゴ核 酸 は通常 のDNA合 成 プ ロ トコール を用い て合成 し、HP-HPLC
に よ り精 製後 、MALDI-TOFMassによ りそれ ぞれ 分子 量測 定 を行 うこ とで オ リゴ核 酸 の同定
Scheme4.Reagentsandconditions:a)Propargylalcohol,MeCN,rt,4h,34%for21aand39%for
21β.b)NaOMe,McOH,rt,5h,quant.c)DMTxCl,pyxidine,xt,6h ,98%。d)オPr2NP(CDO(CH2)2CN,
DIPE.A,CH2Cl2,rt,15h,90%.e)Propargylamine,EDC・HCI ,DMAP,CH2Cl2,rt,2h,96%.O
NaOMe,McOH,rt,12h,quant.c)DMTxCl,pyridine ,rt,6h,82%.d)i-Pr2NP(Ci)0(CH2)2CN,
DIPEA,CHzCl2,rt,16h,92%.
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を行 った。 結果 、いず れ のオ リゴ核 酸 にお いて も(ODN2-ODN7)も 収率 良 く得 る こ とに成
功 した。注9
幽、
Sche皿e5。Reagen七sandcondi七ions:a)automatedDNAsynthesizer.Couplingtime:90sec,
activator:Activator42TMorDCIactivator,Couplingefficiency:quant,Inthesequences,Cs七ands
2'-deoxy-5-methylcytidine.ThecompositionoftheODNswasconfirmedbyMALDT-TOFMass
analysis.
第 二 章 第 三 節Nui対 認 識 能 の評 価
続 いて得 られ た オ リゴ核 酸ODN2-ODN7と 種 々 のア ジ ド試 薬 を用 いて 、本研 究 で 開発 し
た手法 に よ り種 々の非天 然型薀 基 の構築 を行 っ た(Figure13)注10。そ して、得 られ たオ リゴ
R
5'-TTTTTCT
i
O
III
spacer
O
¥-
TCTCTC_T-3'
ODN2-ODN7
CuSO4(2.Oeq.)
TBTA(4.Oeq.)
Naascorbate(4.Oeq.)
R-N3(10eq.)
-
30%DMSOaq.
10min-24h
51%-95%
5'-T丁TTTCT
爆移 一
rc_↑Ω丁ΩT・3冒
'へ
'
Figure13.CuAACreac七innusingODN2-一一〇 7.
注9オ リゴ核 酸 の合 成 と分 子量測 定(MALDI・TOFMass)の結 果 につい て は、実験 項 に詳 細 を記 載。
注10クリックケ ミス トリーを利用 した非天然型塩基 の構築に よる各種オ リゴ核酸 の収率 と分子量測定
による化合物の同定については実験項に詳細 を記載。
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核酸を用いて 賜 測定を行った。まずはじめに芳香
族スペーサーであるチオフェン骨格を有する非天然
型塩基のTm値と天然のグアニン(G)の結果をTable
7に 示 した。かっこ内に示 した数字はベンゼン環に
置換基を持たないフェニル トリアゾール骨格を有す
るEntry6の非天然型塩基のTm値を基準とした場
合の置換基の導入によるTm値の増減を示 したもので
ある。天然のグアニンは4種 類の塩基対の中でTA塩
Figure14.StructureofG・TAtriad.
基対 に対 して最 も親 和性 が 高 い こ とが知 られ てお り、そ の水素結 合様 式 はFigure14に示 した
構造 が示 唆 され てい る25)。今 回の 臨 測定 の条 件 にお い てはTA塩 基対 に対 して32℃ の値 を
示 した(Entry1)。ク リックケ ミス トリー適用 前 のチエ ニル基 を有す る非 天然型塩 基 で は塩 基
対非 特異 的 に 臨 値 が低 い結 果 とな った(Entry2)。ま た、脂肪 族 ア ジ ドを用 いて合 成 した非
Table7・恥values(℃)・£triplexes(thienylspacer)
丶・
TFO5'-TTTTTCT%TCTCTCT-3'
…g・D・A5:GGCCCG器AGAYAGTC
TZTC靉 懸 α8・p・…X=
Entry
x
(R)
vz
Entry
TACGGCAT
X
(R)
n
TACGGCAT
32252719
く15く1518く15
<15<1517く15
く15<1517く15
<18<1517く15
31352アza
29322626
(夢2)(呻3)(周1)(-2)
<15<1517<15
(〉-16)(〉-20)(〉-10)(〉-13)
151716〈15
(・16)(p18>(-11)(〉-13)
24282120
(鬯7)(-7)(弓6)(-8)
32352829
(+1)(圭O)(+y)(+1}
29322524
(-2)(-3)(-2){-4)
32352928
(+1)(tO)(+2)(fiO)
30342627
(,1)(門1)(闘1)←1)
32343128
2(+1)←1)(+4)(tO)
32333128
(+1)(-2)(+4)(士0)
37393432
(+6){+4)(+ア)(+4)
2
羈黼 鰯 翻鞴1鄰撚 緇 膿嬲 鴇黜 灘 驪nt;鵜1翻鵬 鑷黯
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天然型 塩基 にお いて もTm値 は ク リックケ ミス トリー適 用 前 と同様 の値 を示 した(Entries3-5)。
一方 で フェ ニル ア ジ ドを用 いて合 成 したEntry6にお いて はそ のZ'm値が10℃-20°C上昇 し、
TA塩 基対 に対 して は31°CとG・.TAと同程度 の値 を示 した。これ らEntries3-6の結果 か ら、
4・(チオ フェ ン・2・イル)トリア ゾール骨格 と隣接塩 基 間 での ス タ ッキ ング に よる三 重鎖 の安 定化
は、観 察 され な か った ものの、 さらにベ ンゼ ン環 と トリア ゾール環 が連続 す るこ とで 、ス タ ッ
キ ン グ効果 に よる三重鎖 の安 定化効 果 を獲 得 で きた と考 え られ る。 そ こで 次 に、ベ ンゼ ン環 に
官能 基 を導 入 し、TA塩 基 対選択 性 の 向上 を試 みた。まず 、 トリア ゾール 環一ベ ンゼ ン環 のC-N
結合 のオル ト位 に置換 基 を導 入 した場合 、塩 基対 の種類 に よ らず7'm値は低 下す る結果 とな っ
た(Entries7-9)。特 に、 カル ポ キ シ基 や ア ミ ド基 を有 す るEntries8-9にお い てはそ の 臨
値 の減少 が顕 著 に現れ た。 また 、 ヒ ドロキシ ピ リジン骨格 を有 す るEntry40では ヒ ドロキ シ
基(Entry7)と比 べ て よ り 臨 値 の減 少 が観 察 され たが 、これ は ピ リ ドン とヒ ドロキ シ ピ リジ
ンが互 変異性 す る こ とが原 因 の一つ で あ る と考 え られ る。 また 、ベ ンゼ ン環 メ タ位 に置換 基 を
有す る非天 然型 塩基 にお いて は無置 換 の もの と比べ て多 少 のTm値 の差 は見 られ た ものの 、そ
の塩 基対選 択性 、親 和性 に大 きな変化 は観 察 され なか った(Entries11-16)。これ らの結果 か
ら、チオ フ ェ ン骨格 を有 す る非 天然 型塩 基 のベ ンゼ ン環 上 の官能 基 は、TA塩 基対 の アデ ニ ン
を認識 す る部位 に空 間的 に位置 して いない こ とが考 え られ る。また 、Entryl7のナ フチル基 へ
と環 を拡 大 した非天 然型 塩基 は、塩基 対 選択性 につ いて は変化 が見 られ ない もの の、Tm値 は
さ らに上 昇 しTA塩 基対 に対 して は37°Cの高い値 を示 した。 以上 の結 果 か ら、チ オ フェ ンを
有す る非 天然 型塩 基 はアデ ニ ン塩 基 を認識 してい ない と考 え られ る。お そ らく、芳香 環 が連 な
るこ とに よっ て塩基 部位 がイ ン ター カ レー ター と して作用 し、塩 基対 の種類 に関 わ らず 非特 異
的 な三重鎖 の安 定化 が生 じた と考 え られ る。
続 いて 、メ チ レンスペー サー(spacerb)を有 す るオ リゴ核 酸(ODN3)を 用 いて合 成 した
非天然型 塩 基 の融解 温度 測 定の結果 をTable8に示 した。 まず 、脂 肪族 ア ジ ドを用 い て合成 し
ロへ
た非 天然型 塩 基 は、20°C前後 と全 体的 に低 いTm値 を示 した(Entries1-2)。この原 因 と して 、
自由度 の高 い スペ ー サー の 導入 に よ り三 重鎖 形成 時 にエ ン トロ ピーの 損失 に よ る三 重 鎖 の不
安 定化 、ま た トリア ゾール骨格 と隣接 の塩基 対 間で の十分 な ス タ ッキ ング効 果 が得 られ てい な
い こ とが考 え られ る。一方 で 、Entry3で示 した フェニル トリア ゾール骨格 を有 す る非 天然型
塩 基 は、先 の チオ フ ェ ン骨 格 を有す る非 天然型 塩基 の結果 とは異 な り、Entries1-2で示 した
脂 肪族 ア ジ ドを用 い た場 合 のTm値 と同程 度 の値 を示 した。(脂肪 族 スペ ー サー を有す るspacer
b-fでは)脂 肪 族 ア ジ ドを用い た非 天然型 塊基 と芳香 族 ア ジ ドで あるフ ェニル ア ジ ドを用 い て
合成 した 非天 然型 塩 基でTxn値に大 き な変化 が見 られ てい ない ことか ら、脂肪 族 スペ ー サー の
場合 は 、フ ェニル トリア ゾール 骨格 の ス タ ッキ ング効果 に よる三重鎖 の安 定化 効果 は得 られ な
かった と考 え られ る。 また 、第二 章第 一節 にお いて トリア ゾー ル環 が直接糖 部 とグ リコシル結
合 した 非天然 型塩 基 の物性 評価 を行 った が、先 の実験 結果 と比 較 して も明 らかな よ うに糖部 と
トリア ゾー ル環 の 間 にメチ レン を介 す る こ とでCG塩 基対 に対 す る選択性 は失 われ る結 果 とな
20
曁、
Table8.Tmvalues(°C)oftriplexes(methylenespacer)
　ドむ らロ　ロエエエヱ　ロ　ロくニエ　エ　エ　ヨコ
targetDNA5'‐GGCAAAAAGAYAGAGAGACGC3'‐CCGTTTTTCTZTCTCTCTGCG C18spacer
Entry
X
(R)
YZ
E耐ry
TACGGCAT
X
(R)
vz
TACGGCAT
19212018
20212016
17211817
17212020
(圭0)(to)(+2)(+2)
17201918
(fO}(-1)(+1)(+1)
23252320
(+6)(+4)(+5)(+2)
20221919
(+3)(+1)(+1)(+2)
17211717
(士0)(煮))←1)(五))
22232219
(+5)(+2)(+4)(+1)
17221818
(tO)(+i)(tO)(+1)
ConditionswereshowninthefootnoteofTable7.
った。続いて、ベンゼン環上の官能基による塩基対認識能の変化を調べた。ベ ンゼン環オル ト
位に置換基を有する非天然型塩基は、賑 値に大きな影響は見られず、ア ミド基 ような大きな
置換基を有する場合においてもTm値に変化は見 られなかった(Entries4-5)。一方で、Entry
6に示したメタ位に水酸基を有する非天然型塩基は、無置換のものと比較 してTm値 に大きな
変化が見られた。%値 は塩基対によらず上昇 したが、特にTA基 対に対 しては6°Cもの上
昇が観察されたことから、TA塩 基対と十分相互作用 している可能性が考えられる。そこで、
その他のメタ位置換基を検討 した結果、メチレンを介 し水素結合部位を一原子のばしたヒドロ
　 を
キシメチル基やアミド基を有する場合は 臨 値の大きな上昇は見られなかったものの(Entries
7-8)、ウレイ ド基を有するEntry9においては先のヒドロキシ基の場合と同程度のTm値の向
上が見られた。また、パラ位にヒドロキシメチル基を有する非天然型塩基にっいても評価を行
ったが、結果、臨 値に変化は見 られなかった。以上の結果をもとに、無置換の非天然型塩基
(Entry3)の7'm値を基準としたときの、メタ位置換基の導入によるTm値の増減をグラフに
示した(Figure15)。このグラフからも分かるように、ヒドロキシ基やウレイ ド基を有する非
天然型塩基において特にTA塩基対に対す る鮨 値が大きく向上したことから(+6℃と+5℃)、
それぞれの官能基はTA塩 基対のアデニンと相互作用 している可能性は十分に考えられる。し
かし、ヒ ドロキシ基のような水素結合受容体と水素結合供与体としての両方の役割を果たすこ
とが可能な場合においては、どの塩基対に対 しても非特異的に 塩 値の上昇が観察された。ま
た、一方でウレイ ド基を有する場合においては先のヒドロキシ基と比較してCG塩 基対とAT
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塩 基対 に対す るTni値の 上昇 が若 干 で はあ るが抑 え られ る結果 とな った(+2°C)。
6-一 一
4
2
O
R= OH CONH2
Figure15.ComparisonofeffectofsubstituentsonTmvalues(methylenespacer).
次 に、エ チ レンスペ ーサ ー(Spacerc)を有 す る非天然 型塩 基 のTn,測定 の結 果 をTable9
に示す。脂 肪族 ア ジ ドを用 いて合成 した非天 然型塩 基 は、先 の メチ レンス心 サー と比 較す る
と(Table8,Entries1-2)若干 で はあ るが全体 的 に7㌔、値 が高い傾 向が見 られ た(Entries1-
6)。また 、6種 類 の 中では ヒ ドロキ シエチル 基 を有す るEntry4がピ リミジン ・プ リン塩 基対
(CG、TA塩基 対)に 対 す る親和性 が最 も高 く23℃ のT--,値を示 した。 一方 で、 トリア ゾー
ル 環 置換 基 にお い て窒素 原 子 を有す る非天 然型 塩 基 は ピ リミジン ・プ リン塩基 対 に対 す るTm
値 が低 い傾 向 にあ った(Entries2,3,5:Tm=19・21℃)。また 、フェ ニル アジ ドを用い て合 成 し
たEntry7の非 天然型 塩基 は、TA塩 基対 に対す るTm値 が22°Cであった。 先 に も述 べた が 、
フ ェニル トリア ゾール 骨格 に よるス タ ッキ ング効果 は得 られ てい ない もの と考 え られ る。続 い
て、ベ ンゼ ン環 の置換 基 に よ るTm値 の変化 を調 べ た。 かっ こ内 の数字 は 、先 と同様 にベ ンゼ
ン環無 置換 のEntry7を基 準 と した場合 の 臨 値 の増 減 を示 して い る。 結果 、オ ル ト位 に置換
基 を有す る非天 然型 塩基 におい ては 、Tm値が 全体 的 に減少 す る結果 とな った(Entries8-9)。
メ タ位 に水酸基 を有 す るEntry10にお いて は、無置 換 の もの と比較 してTm値 の変化 が観 察 さ
れ ず 、先 の メチ レンスペ ー サー の場合 とは異 な る結 果 とな った(Table8,Entry6)。また 、同
じ位 置 に水 素結合 部位 を有 す るEntry11のア ミノ ピ リミジ ン も同様 の 島、値 を示 し、大 きな変
化 は見 られ なか っ た。 一 方 で、 メタ位 にア ミ ド基 を有 す る非天然 型塩 基 は、TA塩 基 対 に対す
る親 和性 が無置 換 のEntry7と比べ て+3℃ と若 干 向上 した(Entry12)。ヒ ドロキシ メチル基
ではTA塩 基対 に対 す る 同程 度 臨 値 の上昇 が見 られ なかっ た こ とか ら(Entry13,+1°C)、ア
ミ ド構 造が持 つ 平面性 はTm値 の上昇 に重要 で あ る こ とが考 え られ る。 また 、置換 基 に ウ レイ
ド基 を有す る非 天然型 塩 基 は、さ らにTA塩 基 対 に対す るTm値 が 向上 し、そ の値 は28°Cと+6℃
の変 化が観 察 され た(Entry14)。以上 の結果 よ り、Entries10-11のよ うな メタ位 に ヒ ドロキ
シ基 や ア ミノ基 を有す る場合 で はTm値 の上 昇 が見 られず に 、ア ミ ド基 、 ウレイ ド基 と官能 基
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のヘ テ ロ原 子 の位 置 を一原 子ず つ伸 ばす こ とで 臨 値 の上昇 が観 察 された こ とか ら、ベ ンゼ ン
環 メ タ位 置換基 のX1に 位 置 に存在 す るヘ テ ロ原 子 は アデニ ン と相 互 作用 しない こ とが推測 さ
れ る。 一方 で 、ヘテ ロ原 子 がX2、 また は、X3に 位 置 す る場 合 、TA塩 基対 のアデ ニ ン6位 ア
ミノ基 また は7位 窶 素原 子 と相 互作 用 して い る可能 性 が考 え られ る(Figure16)。そ こで、 さ
らな る置換 基 の検 討 を行 った。 まずC2対 称 構造 を有す る ビス ウレア 体の非 天然型 塩基 を評 価
した(Entry15)。結果 、 更 な るTm値 の上 昇 には繋 が らなか っ た ものの、TA塩 基 対 に対 して
27°CとEntry14と同程 度 の親 和性 を示 した。 また 、官能 基 を環 固定 したテ トラ ヒ ドロキ ノ リ
ン骨格 を有 す るア ジ ドを用 いて構 築 した非天 然 型塩 基(Entry16)も、TA塩基対 に対 して27°C
Table9.Tmvalues(°C)oftriplexes(ethylenespacer)
TFO5'-TTTTTCTBTCTCTCT-3'
…g・D・A53::GGCCCG謐器9靉ACGCTGCG
Entry
X
(R)
n
C18spacer
Entry
TACGGCAT
YZ
21222117
19212016
10
11
TACGGCAT
22222121
(to)(嵶2)(+1)(土0)
22242222
(to)(tO)(+2)(+1)
19212017 12 25252222
(+3)(+1)(+2)(+i)
23232020
19201916
13
14
23232019
(+1)(-1)(tO)(-2)
28272323
(+6)(+3)(+3)(+2)
2
192119<15
22242021
18221920
(.4)(,2)←1)←1)
18201916
(-4)(-4)(-1)(-5)
15
16
17
18
27272322
(+5)(+3)(+3)(+1)
27262121
(+5)(+2)(+1)(士 く))
22231919
(出0)←1)(・1)←z>
36363233
(+14)(+12)(+12)(+11)
ConditionswereshowninthefootnoteofTable7.
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と同程 度 のTm値 が 観 察 され た 。Entry16では 、
Entries14-15で示 した非 天然型 塩 基 とは異 な り水
素 結 合供 与 体 とな る構 造 が存在 して い ない。 しか し
なが ら、TA塩 基対 に対 して 同程度 の親和性 を示 して
お り、 この こ とか ら(更 な る詳 細 な検 討 は 必要 で あ
るが)カ ル ポニル 基 が アデ ニ ン6位 と水 素結 合 して
い る可能性 が考 え られ る(Figure17)。続 い て、無 置
換 の フ ェニル トリア ゾール 骨格(Entry7)を有す る
非 天然 型塩 基 を基準 に置換 基 の違 い に よる 臨 値 の変
化 の 比較 を示 した(Figure18)。この結果 か ら、先 の
メチ レンスペー サー の場 合 とは異 な り、TA塩 基 対 に
対す る 臨 値 の上昇 度合 い はそ の他 の塩 基対 と比 べ て
大 き い傾 向 に あ る こ とが明 らか とな った。 また 、環
固 定等 の修 飾 を施 す こ とで 、そ の他 の塩 基 対(CG、
GC、AT)に対 す る親 和性 が低 下す る結 果 とな り、よ
りTA塩 基対選 択 的 にTm値 が 向上す る ことが分 か っ
た。 また、Entry18で示 した ナ フタ レン環 を有す る
もの では 、 チエ ニル スペ ー サー の 時 と同様 に大 き く
Figrue16.Prospectivespacial
posotionsofatomsforTArecognition.
、 、
Figrue17.Proposedstructureof
TAbasepairrecognition.
臨 値が向上し、またその上昇は塩基対に非特異的であった。
Figure18.Comparisonofeffbctofsubstituentson跣values(methylenespacer).
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Table10にはオ ・キシ メチ レンスペ ーサ ー を有す る非天 然型 塩基 の融解 温度 測定 の結果 を示
した。 まず 、脂 肪族 ア ジ ドを用 い て合成 した 非天 然型 塩基Entries1-2とフェニル ア ジ ドを用
い て合 成 した 非天然 型塩 基Entry3を比較 してTm値 に変化 は見 られ な か った。 また 、ベ ンゼ
ン環 オル ト位 に置換 基 を有す る化 合物 の 臨 値 は、先 のエ チ レンスペ ーサー(Table9,Entries
8-9)と同様 に,,の 化 合物(Entry3)と比較 して大 きな変化 は見 られ なか った。 さらに、
メタ位 におい て も官能 基 を検 討 した が、 際立 っ てTm値 が変 化す る とい う結果 は得 られ なか っ
た。興 味深 い こ とに、先 のエ チ レンスペー サ ー にお いて は メタ位 の官 能基 に よ りTA塩 基 対 に
対 す るTm値 の増 大 が観 察 され 、特 に ウ レイ ド基 を有 す る もの は無置換 の もの と比べ て6°Cの
上昇 が見 られ てい たが(Table9,Entry7とEntry14の比較)、一方 で、 メチ レンオ キシスペ
ーサー で はそ の 臨 値 の上昇 度合 い は+3℃ と小 さ く(Table10,Entry3とEntry9の比較)、
また 臨 値 の絶 対値 も23℃(Table10,Entry9)と先 の28℃(Table9,Entry14)に比 べ て
低 い値 を示 した(Figure19,赤で示 した数 値 の比較)。 この結 果 か ら、ア ノマ 位ー の原 子 の違 い
に よ り 黥 値 が 変化す る こ とが明 らか とな り、 スペ ーサ ー部位 の構 成原 子 が三重 らせ ん構造 に
お ける塩 基 部位 の空 間配 置 に大 き く影響 す る こ とが わか った。 また、エチ レンスペー サー の方
が メチ レンオ キ シスペー サー と比 べ てTm値 が全 体 的 に高い傾 向に ある こ とか ら、エ チ レンス
ペ ーサ ー は適 度 に 自由度 が抑制 され てい る こ とが 可能性 と して考 え られ る(Figure19,青 で示
した数値 の比較)。
　デ
Table10.Tmvalues(°C)oftriplexes(oxymethylenespacer)
温 、1:驫羈 驟 羈 ≡3'GCCGC18_
Entry
X
(R)
YZ
Entry
TACGGCAT
X
(R)
YZ
TACGGCAT
19222019
20232220
20222220
21242120
(+1)(+2)(-1)(圭0》
22252323
(+2)(+3)(+1)(+3)
19232019
←1}(+1)(・2)(-1)
20232020
(:ヒO)(+1)(昂2)(虚0)
17211918
(-3)(-1)(-3)(-2)
23252321
(+3)(+3){+1)(+1)
19221919
←1)(韭0)(脚3)←1)
ConditionswereshowninthefootnoteofTable7.
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Figure19.Comparisonofeffectofspacermoietieson7逼values.
次 に、spacereにつ いて の実験結 果 を示す(Table11)。まず は じめにEntry1,2の結 果 か ら、
先 の脂 肪 族 スペ ーサ ー と同様 に芳香 環 のス タ ッキ ン グ効 果 に よる三重 鎖 の安 定 化効 果 は得 ら
れ て いな い と考 え られ る。Table11の中で最 も顕 著 にTn,値に変化 が見 られ たの はメ タ位 にア
ミ ド基 を有 す る もので 、TA塩基 対 に対 して無置 換 の もの と比較 して+4℃ の値 を示 した(Entry
5)。一方 で メ タ位 置換 基 を ウ レイ ド基 へ と変換 したEntry6では、TA塩 基 対 に対 して 同程 度
の親 和性 の 向上は 見 られ た もの の(+3℃)、そ の他 の塩 基 対 にお いて もTm値 の 向上 が見 られ た。
Table11.Tmvalues(°C)oftriplexes(acetamidomethylspacer)
TF°5'‐TTTTTCTRTCTCTCT-3'
taretDNA5'‐GGCAAAAAGAYAGAGAGACGCC18spacer93'‐CCGTTTTTCTZTCTCTCTGCG
X
(R)
n
Entry
X
(R)
YZ
Entry
TACGGCAT TACGGCAT
19232115
1821
19221919
(+1)(+1)(fO)(+2)
1922
(+1)(+1)
22
(+4)
NH2
1917
1818
(-1)(+1)
231919
(+2)(tO)(+2)
21242121
(+3)(+3)(+2)(+4)
18211918
(-1)(-1)(±0)(+1)
18211917
(・1)(-1}(to)(士0)
29282727
(+10)(+6)(+8)(+10)
、
ConditionswereshowninthefootnoteofTable7.
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丶.
また、これまでの知見と同様にナフタレン環を有するEntry9ではTm値が塩基対非特異的に
上昇 した こ とか ら、高 い スタ ッキ ング能 を有 す る こ とが勞 か る。 以上 の知 見か ら、Entry5に
お い て はTA塩 基対 のア デニ ン と相 互作用 して い る可能性 は考 え られ るが、 それ を裏 付 けるだ
けの 証拠 は不十 分 で あ り、更 な る検討 が必 要 で あ る と考 え られ る。 また、 これ まで のスペ ー サ
ー と比較 して特徴 的 な 恥 値 の変化 が見 られ なか っ た こ とか ら
、スペ ーサ ー構 造が アデ ニ ン認
識 部位 の探 索 には適 して い ない こ とも示唆 され る結果 とな った。
最後 に、spacerfにっ いて の結果 をTable12に示 す。まず 、脂 肪族 アジ ド、ベ ンジル ア ジ ド、
フ ェニル ア ジ ドを用 いて合 成 した非 天然型 塩基 はいず れ も20℃ 前 後 と低 いTm値 を示 し、そ の
値 に大 きな違 いは見 られ なか った(Entries1-3)。ベ ンゼ ン環オル ト位 に置 換基 を有す る非天
然型 塩 基 は標 的塩 基対 に よ らず どれ も 臨 値 が 低 下す る結果 となった。 一方 で メタ位 に置換 基
を有 す る化 合 物 は全 体 的 に3-4℃Z'm値が 上 昇 し、塩 基 対 選 択 的 な 変化 は 見 られ な か っ た
(Entry7-10)。ま た、 ヒ ドロキシ基(Entry7)以外 の非天然 型塩 基塩 基 におい てはCG塩 基
対 に対す る"=r性の 向上が 見 られ な くな る結 果 とな った。 以上 の結 果 か ら、TA塩 基 対認 識 の
　 　
ための有用な情報を得ることはできなかった。
Table12・ 忽nvalues(°C)Qftriplexes(propiona正nido斑ethylspacer)
愉轟・蠧 騾 驟 羅1§IC18_
Entry
X
(R}
vz
Entry
TACGGCAT
X
(R)
rt
TACGGCAT
202322177
zo
21
2°
(-1)
17
(-4)
齒
2121218
222Q18
9
2°
(-2)
201$
(to)(まo)10
201914
(,2)(-1){-4)
212016
←t)(出0)(吻2)
23252321
(+2)(+3)(+3)(+3)
23222421
(÷2)(韭0)(+4)(+3)
23222421
(+2)(tO)(+4)(+3)
23232322
(+3)(tO)(+3)(+4)2
11(23+3)鷸)(+2)(21+3)
ConditionswereshowninfhefootnoteofTable7.
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以上、PEM法を利用したクリックケミストリーによる新たなアプローチを用いて、TA塩基
対のアデニンと相互作用する構造を探索した。結果、メチレンスペーサー とエチレンスペーサ
ーをもつ非天然型塩基の融解温度測定の結果から、アデニンと相互作用 している可能性を有す
る分子の発見に至った。このことから、TFOの塩基とTA塩基対 との蹇間的な配置が推測でき
ると考えられる。また、スペーサーの原子の種類によって、三重 らせん構造の安定性が変化す
ることを明らかとした。今回得 られた知見は、今後のTA塩 基対認識の開発に十分役立つもの
と考えられる。
28
結論
核酸化学の分野において、これまで種々の非天然型壌基が合成され、その物性評価がなされ
てきた。しかし、")k工核酸開発に多大な時間と労力を要するため、実用的な化合物の開発に至
る例は少ない。このような背景のもと、著者はPEM法 に基づくオリゴ核酸上での非天然型塩
基構築法の開発に着手した。本手法にはクリックケミス トリーによるHisgen反応を活用し、
その反応条件の最適化や基質一般性についても確認 した。これにより従来に比べ種々の非天然
型塩基の合成に要する時間が大幅に短縮可能になった。また、本手法を三重鎖形成核酸におけ
る非天然型塩基の開発へと展開した。そして、その物性を ム 測定により評価 し、CG塩基対に
対 しチミンと同程度の親和性 と高い塩基対選択性を有する入工核酸の開発に成功 した。また、
TA堪基対認識の足がかりとなる有用な情報を得ることに成功 した。これにより、伸長後修飾
法を活用した非天然型塩基の構築法が、目的の雰天然型塩基を開発する上で、候補化合物の探
索や部分構造のスクリーニング研究に非常に有用であることを示した。
以上、著者は本研究において、クリックケミス トリーを利用 してオリゴ核酸上で非天然型塩
基を構築する新たな開発アプローチの確立に成功 し、本手法を三重鎖形成核酸のための非天然
型塩基開発へ と応用することに成功した。
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戛 。.
実 験 の 部
旋 光 度 は 日本 分 光P-2200旋 光 計 を用 い て 測 定 した。 赤 外 吸 収(IR)ス ペ ク トル は 、 日本 分 光
FT/IR-4200型分 光 光 度 計 を用 い て 測 定 した。 水 素 核 磁 気 共 鳴(1H-NMR)ス ペ ク トル は 日本 電 子
JNM・EX300型、 日本 電 子JNM-EX400型 を用 い 、テ トラ メチル シ ラ ン(0.00ppm)を内部 標 準 と
して 測 定 した 。分 裂様 式 はsinglet,doublet,triplet,doubledoublet,doubledoubledoublet,double
triplet,quintet,multiplet,をそれ ぞれs,d,t,dd,ddd,dt,quin.,m,と略 した。 炭 素 核 磁 気 共 鳴
(13C・NMR)スペ ク トル は 日本 電 子JNM・EX300型 、 日本 電 子JNM-EX400型 を用 い 、重 ク..ホ
ル ム(77.Opp皿)、重 メ タ ノ ー ル(49.Oppm)を 内 部 標 準 と して 測 定 した 。 リ ン核 磁 気 共 鳴
(31P-NMR)スペ ク トル は 、 日本 電 子JNM-EX400型 を用 い、5%リ ン酸 重水 溶 液(0.00ppm)を外
部標 準 と して 測 定 した。質 量 分析 は 日本 電子JMS-600、日本 電 子JMS-700、日本 電 子JMS-S3000
SpiralTOFTMを用 い て測 定 した。 シ リカ ゲル カ ラ ム ク ロマ トグ ラフ ィー の吸 着 剤 は富 士 シ リシ ア
化 学FL-60D(0.(瘡゜'mm)、富 士 シ リシ ア 化 学FL-100D(平 均0.100mm)、 富 士 シ リシ ア化 学
.li(o。060mm)、富 士 シ リシ ア化 学FL-60D(o.060mm)を用 い た。 高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ
フ ィー(HPLC)はSHIMADZULC-lOATvP,SHTMADZUSPD-lOAvP,SHIMADZUCTO-lOAvr
を用 い て行 っ た。 融 解 温 度(Tm)測 定 は 島津W-1650、 島津UV・1800を用 い て行 った 。 オ リゴ核
酸 の質 量分 析 は 、BrukerDaltonics●AutoflexIITOF/TOFを用 い て 測定 した。
緩 衝 液 の 調 整 方 法
100mMリ ン酸 バ ッフ ァ(pH7.0)
リ ン酸 二水 素 ナ トリ ウム ニ水 和物(156mg,1.00mmolJをmilliQに溶解 して100mMリ ン酸
二 水 素 ナ トリウム 水溶 液(①)を 、リン酸 水 素 ニ ナ トリ ウム(155mg,1.09mmol)をmilliQに溶 解
して100mMリ ン酸 水 素 ニ ナ トリ ウム水 溶 液@)を 、それ ぞれ 調 整 す る。①と②を混合 す る こ とで
pH7.0の100mMリ ン酸 バ ッフ ァ と した 。
100mMカ コジ ル 酸バ ッフ ァ(pH6.8)
カ コ ジル 酸 ナ トリウム三 水 和 物(2.14g,10.OmmoDをmilliQ(:1u)に溶 解 す る。02NHCI
水 溶 液 を加 え て.:に 調 整 し、100mLに メ ス ア ップ してpxs.sの100mMカ コジル 酸 バ ッ
フ ァ と した 。
第 一 章 第 一 節 の 実 験
1-(a)-Ethynyl-S-Q-(4,4'-dimethoxytrityl)-2-deoxy-D-ribose(3a)
1・(β)-Ethynyl・5.O・(4,4'-dimethoxytrityl)-2-deoxy-D-ribose(3β)
窒 素 気 流 下 、化 合 物2(280mg,1.97mmol)の無 水 ピ リジ ン溶 液(.iu)に 、4,4'一ジ メ トキ シ
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ト リチ ル ク ロ リ ド(1.21g,2.95mmol)を加 え て2時 間 撹 拌 した 。 飽 和 重 曹 水 を加 え 酢 酸 エ チ ル で
抽 出 し、 水 、飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 した 。 溶 媒 を減 圧 留 去 後 、 得 られ た 粗
成 績 体 を シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー(11・ヘ キ サ ン:酢 酸 エ チ ル=4:1)で 精 製 し、3α(461
mg,56%)、3β(159mg,18%)を そ れ ぞ れ 得 た 。
Colorlessoil.[a]D2624.4(c1.03,CHCI3);1H・NMR(CDCI3)δ(3α):2.07(1H,dt,」=3.5,13.5Hz),
2.11(1H,d,J=6.5Hz),2.45(1H,ddd,6.5,8.0,13.5Hz),2.51(1H,d,J=2.OHz),3.10(1H,dd,J
=5.5,10.OH。),3.16(1H,dd,J=4.5,10.OH・),3.72(6H,・),4.09-4.12(1H,m),421・4.25(1H・m)・
4.80・4.85(1H,m),6.78-6.83(4H,m),7.12-7.40(9H,m);HRMS(FAB)m/zcalcdfc)TCi28H28NaO5
【M+Na】+:467.1834.found467.1840.
Colorlessoil.同D250.93(cO.98,CHC13);IRvm砥(KBr)3280,2934,2044,1611,1509,1251,1221,
1177,1085,1034cm'1;1且一NMR(CDCI3)δ(3β):1.80(1H,d,J=3.5Hz),2.15(1H,ddd,J=3.0,コヤ
6.5,17.OHz),2.24(1H,ddd,J=6.0,8.5,17.OHz),2.46(1H,d,J=2.OHz),3.15(1H,dd,J=6.0,
13.OHz),3.26(1H,dd,J=4.5,13.OHz),3.78(6H,s),3.86-3.91(1H,m),4.35-4.38(1H,m),4.76
(1H,m),6.78-6.83(4H,m),7.16-7.69(9H,m);13C・NMR(CDCI3)δ:41.8,55.2,64.0,67.3,73.9,
74.6,84.0,86.2,113.1,126.8,127.8,128.0,130.0,135.8,144.7,158.4HRMS(FAB)m/zcalcd
fc)rC281{28NaO5[M+Na】+:467.1834.fbund467.1827.
1・(β)・Ethynyi・3・0{2・・y・n・eth・xy(dii・・P・・pyl・min・)ph・・phin・]・5・o-(4・4'°dim・th
oxytrityl)-2-deoxy-D-ribose(4)
窒 素 気 流 下 、3β(76.5mg,0.172mmol)及 び ジ イ ソ プ ロ ピル ア ン モ ニ ウ ム テ トラ ゾ リ ド(35.1
皿g,0.174mmo1)の 無 水 ア セ トニ トリル ・テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン溶 液(3:1,2.4mL)に2一 シ ア ノ エ チ
ル ーN,N,N;N;一テ トラ イ ソプ ロ ピ ル ポ ス ホ ロ ジ ア ミダ イ ト(0.10mL,0.330mmol)を 室 温 に て 滴 下
し 、4時 間 撹 拌 し た 。 溶 媒 を 減 圧 留 去 後 、 得 られ た 粗 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー(n一ヘ キ サ ン:酢 酸 エ チ ル=5:1)に て 精 製 し 、4(80mg,69%)を 得 た 。
Colorlessoil.31P-NMR(CDC13)δp:148.5,149.1;HRMS(.・)mlzcalcd「うもrC37H45N2NaO6P
[M+Nab+:667.2913.fc)and667.2915.
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 合 成
標 準 的 な ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト法 に 従 い 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 合 成 を 行 っ た 。 合 成 機 はApplied
BiosystemsExpediteTM8909を用 い 、0.211molスケ ー ル で 行 い 、 反 応 活 性 化 剤 に は4,5一ジ シ ア ノ
イ ミ ダ ゾ ー ル(DCIActivator,Proligo⑪)また は5-[3,5一ジ(ト リ フ ル オ ロ メ チ ル)フ ェ ニ
ル]-2H-1,2,3,4一テ トラ ゾー ル(Activator42TM,Proligo⑪)を用 い た 。 合 成 した オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドは
28%ア ン モ ニ ア 水(室 温 、1.5時 間)で 処 理 し て 固 相 カ ラ ム か ら の 切 り 出 し を 行 い 、 引 き 続 き28%
ア ン モ ニ ア 水(55°C、12時 間)で 処 理 し、 脱 保 護 を 行 っ た 。 ゲ ル 濾 過(AmershamBiosciences,
NapTM10Columus)ま た は 固 相 抽 出(Sep-pak●PlusC18Cartridge)によ り簡 易 精 製 し た 後 、 逆
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相HPLC精 製 を行 っ た。
HPLCに よ る 精 製 及 び 純 度 確 認
オ リゴヌ ク レオチ ドの精 製 及 び 純 度 確 認 は以 下 の 条 件 で行 った 。
カ ラ ム:WatersXtefra⑭MSC182。5umol(4.・uulug)
WatersXterra●MSCis2.5gmol(10mmx50mm)
移 動 相:A液;0.1MTriethylammoniumacetate(TEAA)Buffer(pH7.0)
B液:0.1MTEARBuffer:Acetonitrile=1:1
gradient:B液 濃度/%(30min)
流 速:3mL/minforpreparation
lIn〕膨一{nin
温 度:50°C
検 出:UV(254nm)
MALDI・TOFMassス ペ ク トル 測 定
オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの 組 成 は 、MALDI-TOFMass測 定 に て 確 認 した 。BrukerDal七〇nics⑪
AutoflexTOF/TOFを用 い て 、以 下 の 条 件 で 測 定 した 。マ トリ ック ス(2,4,6一トリ ヒ ドロ キ シ アセ
トフ ェ ノ ン ー水 和 物:クエ ン酸 三 ア ンモ ニ ウム=1:1)1pLを サ ンプル プ レー ト上 で 乾 燥 させ 、そ の
後 オ リ ゴヌ ク レオ チ ド1pLを 添加 して 乾燥 させ る こ とで 、測 定 サ ンプル を調 整 した 。 測 定 はネ ガ
テ ィブモ ー ドで行 っ た。
オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドの 定 量
260nmで の 紫外 部 吸 収 を測 定 し、オ リゴヌ ク レオ チ ドの 定 量 を行 っ た。 なお 、天 然 型 ヌ ク レオ
シ ドのモ ル 吸 光係 一£260は以 下 の値 を用 い た。26)
ε260:A,15400;G,11500;C,7400;T,8700;C(2'-deoxy-5-methylcytidine),6000.
ク リ ッ ク ケ ミス ト リー に よ るHuisgen反 応
試 薬 は 番 号 順 にエ ッペ ン ドル フ チ ュー ブ に入 れ て 、 混 和 した。 全 て の試 薬 を 混和 した 反応 液 は 、
遮 光 下 、 室 温 で シ ェイ カ ー を用 い て撹 拌 した(1000rpm)。
遡
反 応 時 間15時 間
1.2mM硫 酸 銅 水 溶 液(2.Oeq)
2.2mMア ス コル ビン酸 ナ トリウ ム水 溶 液(2.Oeq.)
3.100mMリ ン酸バ ッ フ ァ(pH7.0)
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4.ODNI,、
5.アジ ド試 薬THF溶 液(2。2eq.)全 量IOgL10%THF溶 液 、ODN1終 濃 度100FM
齟
反 応 時 間15時 間
1.2mM硫 酸銅 水溶 液(4.Oeq.)
2.2mMア ス コル ビ ン酸 ナ トリウム水 溶 液(4.Oeq.)
3.100mMリ ン酸 バ ッ フ ァ(pH7.0)
4.ODNl
5.アジ ド試 薬THF溶 液(5.Oeq.)全 量IOUL10%THE{液 、ODN1終 濃 度100pM
軆
反 応 時 間2分
1.2mM硫 酸銅 水溶 液(2.Oeq.)
'丶
2.TBTADMSO溶 液(4.Oeq.)
3.2mMア ス コル ビ ン酸 ナ トリウム水 溶 液(4.Oeq.)
4.100mMリ ン酸 バ ッ フ ァ(pH7.0)
5.ODNl
6.アジ ド試 薬DMSO溶 液(10eq.)全 量IOgL10%DMSO溶 液 、ODN1終 濃 度100pM
曲
反 応 時 間5分
1.2mM硫 酸銅 水溶 液(2.Oeq.)
2.TBTADMSO液(4.Oeq.)
3.2mMア ス コル ビ ン酸 ナ トリウム水 溶 液(4.Oeq.)
4.100mMリ ン酸 バ ッ フ ァ(pH7.0)
5.ODNl
6.アジ ド試 薬DMSO溶 液(10eq.)全 量IOgL30%DMSO溶 液 、ODN1終 濃 度100pM
HPLCに よ るHuisgen反 応 の 分 析
Huisgen反応 の 分 析 は 以 下 の 条件 で行 っ た。
カ ラム:WatersXterra●MSCis2.5gmol(4.6mmx50mm)
移 動相:A液:0.1MTriethylammoniumacetate(TEAA)Buffer(pH7.0)
B液:0ユMTEARBuffer:Acetonitrile=1:1
gradient:B液 濃 度8・20%(30min)また は7-14%(30min)
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流 速:1m励nin
業盈度:50°C
検 出:UV(254nm)
HPLCに よ るHuisgen反 応 の 分 取
Huisgen反応 に よ る 生 成 物 の 精 製 は 以 下 の 条 件 で 行 っ た 。
カ ラ ム:WatersXterra●MSCis2.5gmol(4.6mmx50mm)
移 動 相:A液:0.1MTriethylammoniumacetate(TEAR)Buffer(pH7.0)
B液:0.1MTEARBuffer:Acetonitrile=1:1
gradient:B液 濃 度8-20%(30min)ま た は7-14%(30min)
流 速:1mL/minforpreparation
温 度:50°C
検 出:UV(25411m)
丶.
MALDI-TOFMassスペ ク トル デ ー タ
実験項の最後 にま とめて記載。
第 一 章 第 二節 の実 験
第 一章第一節の反応条件4と 同条件 下、各種ア ジ ド試薬 を用 いて基質一般性 の検討 を行 った。た 一
だ し、Entry9に示 した4一ア ジ ドアニ リン塩 酸塩 は水溶液 と し、リン酸バ ッファの代 わ りにDMSO
を用 いるこ とで、最終的 に30%DMSO溶液 とした。また、RP-HPLCによるODN1・a-ODN1・o
の分析 ・分取、MALDI-TOFMass条件 も第一節 と同条件 を用 いた。
第 一 章 第 三節 の実 験
融 解 温 度(7m)測憲(二 重 鎖 形 成能 の評 価)
終濃度 をそれ ぞれ塩化ナ トリウム100mM、 リン酸ナ トリウム緩衝液(pH7.0)10mM、各オ リ
ゴヌ クレオチ ド鎖3.OuMとしたサ ンプル溶液(130gL)を沸騰水 中に浴 し、12時間か けて室温ま
で冷 ま した。窒素気流 下、サンプル溶液 を20°Cに5分 問保 った後測定 を開始 した。 毎分0 .5°C
の割合 で90°Cま で昇 温 し、0.5°Cの間隔で260nmに お ける吸光度 をプ ロッ トした。 また、Tm
値 は微分法 によ り算 出 した。
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第二章第一飾の実験
1-(3-Azidephenyl)urea
1-(3・ヨー ドフ ェ ニ ル)・ウ レア(20mg,76.6ｵmol)の ジ メ チ ル ス ル ポ キ シ ド・水 混 合 溶 液(5:1,1.O
mL)に ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム(10mg,15.3mmol)、 ヨ ウ化 銅(1)(1.5mg,7.66μmol)、ア ス コル ビ ン
酸 ナ トリ ウ ム(3.5mg,17.7ｵmol)、N,N'一ジ メ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン(1.0μL,9.23μmol)を加 え
て 室 温 で10時 間 撹 拌 した 。 水 を 加 え て 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し、 得 られ た 有 機 層 を 無 水 硫 酸 ナ トリ ウ
ム で 乾 燥 させ た 。 有 機 層 を 減 圧 留 去 した 後 、 フ ラ ッ シ ュ シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(ト
ル エ ン:アセ トン=3:1)に て 精 製 し、 目 的 の 化 合 物(12.6mg,93%)を 得 た 。
Yellowsolids.mp137-139°C;IR,vmax(KBr)3508,3376,3318,3201,3141,3δ86,2116,1659,
1592,1552,1487,1439,1349,1317,1307cm91;1H・NMR(CD30D)δ6.67(1H,ddd,J=2.0,8.0,
10.OHz),7.04(1H,ddd,J=2.0,8.5,10.OHz),7.24(1H,dd,J=8.0,8.5Hz),7.31(1H,dd,J=2.0,
2.OHz);13C-NMR(CDsOD)8:110.3,113.8,116.4,131.1,141.9,142.6,159.1;MS(FAB)m/z178
[M+H]+;Anal.CalcdforC,H7N50:C,47.46;H,3.98;N,39.53.Found:C,47.61;H,4.10;N,
39.30.
1-(4-Azidophenyl)urea
1-(4・ヨー ドフ ェ ニ ル)一ウ レア(40mg,153ｵmol)の ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 水ー 混 合 溶 液(5:1,3.O
mL)に ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム(20mg,30.5μmo1)、 ヨ ウ化 銅(1)(2,9mg,15.3μmol)、ア ス コル ビ ン
酸 ナ トリ ウ ム(6.5mg,32.8μlnol)、N,N'一ジ メ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン(1.7ｵL,15.6μmo1)を加 え
て 室 温 で12時 間 撹 拌 した 。 水 を加 え て 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し、 得 られ た 有 機 層 を 水 、 飽 和 食 塩 水 で
洗 浄 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 させ た 。 有 機 層 を 減 圧 留 去 した 後 、 フ ラ ッ シ ュ シ リカ ゲ ル カ ラ ム
ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(ヘ キ サ ン:酢 酸 エ チ ル=4:1)に て 精 製 し 、 目的 の 化 合 物(23.8mg,88%)を 得
た 。
Yellowsolids.mp174-177°C;IRv皿ax(KBr)3418,3351,3318,2575,2491,2449,2141,1613,
1581,1534,1512,1485cm圏1;1H-NMR(CD30D)δ6.96(2H,d,J=8.OHz),7.38(2H,d,」=8.O
Hz);13C-NMR(CD30D)δ:120.3,121.9,135.5,138.1,159.3.MS(.・)m/z178[M+H]+;Anal.
Calcdfc)rC7H7N50:C,47。46;H,3.98;N,39.53.Found:C,47.44;H,4.09;N,39.13.
融解 温 度(Tm)測定(三 重 鎖 形 成 能 の評 価)
終濃度 をそれ ぞれ塩化 カ リウム140mM、 塩化マ グネ シ ウム10mM、 リン酸ナ トリウム緩衝液
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(pH7.0)7mM、各 オ リゴヌ ク レオチ ド鎖1.5罫Mと したサ ンプル溶液(130gL)を沸騰水 中に浴
し、12時間か けて毒温 まで冷 ま した。窒素気流 下、サ ンプル溶 液 を5°Cま で冷却 し、 さ らに20
分間5°Cに 保 った後測 定を開始 した。毎分0.5°Cの割合で85°Cまで昇 温 し、0.5°Cの間隔で260
nmに お ける吸光度 をプ ロ ッ トした。 また、Tm値は微分 法に よ り算 出 した。
融解 温 度(Tm)測定(三 重 鎖 形 成 能 の評価)
終濃 度 をそれぞれ塩化 カ リウム100mM、 塩 化マ グネ シ ウム50mM、 カコジル酸ナ トリウム緩
衝液 〈pH6.8)10mM、各 オ リゴヌク レオチ ド鎖1.89gMとしたサ ンプル溶液(130pDを沸騰 水
中に浴 し、6-12時問かけて室 温まで冷 ま した。 窒紊気流 下、サ ンプル溶液 を5°Cま で冷却 し、 さ
らに30分 間5°Cに 保 った後 測定 を開始 した。毎分0.5°Cの割合 で90°Cまで昇 温 し、0.5°Cの
間隔で260nmにお ける吸光度 をプロ ッ トした。ま た、Tm値は中線法 に より算 出 した。
MALDI-TOFMassスペ ク トル デ ー タ
実験項の最後 にま とめて記載。
、、
r
第 二 章 第 二 飾 の 実 験
2-[3',5'-Di-O-acetyl-(2'-deoxy-D-ribofuranosyl)]-5-(trimethylsilyl)ethynylthiophe
ne(6)
ア ル ゴ ン 気 流 下 、 化 合 物5(310mg,0.856mmol)の 無 水 テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン 溶 液(7mL}に 、
ト リエ チ ル ア ミ ン(2mL)、 テ トラ キ ス(ト リ フ ェ ニ ル ポ ス フ ィ ン)パ ラ ジ ウ ム(0>(goomg,0.0856
mmol)、ヨ ウ化 銅(1)(331丑g,0.171mmol)を加 え て 脱 気 、 ア ル ゴ ン 置 換 した 。 ト リメ チ ル シ リル ア
セ チ レ ン(360gL,2.57mmol)を 加 え て 室 温 で22時 間 撹 拌 し た 。セ ライ ト濾 過 後 、溶 媒 留 去 し た 。
得 られ た 粗 成 績 体 を フ ラ ッ シ ュ シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n一 ヘ キ サ ン1酢 酸 ヱ チ ル=
5:1)で精 製 し 、 化 合 物6(187mg,quant.)を 得 た 。
Brown.oil」α1D23-3.9(c1.24,CHCla);IRv訟麗(KBr)2960,2145,1438,1370,1165,1065,1022
cm'x;zH-NMR(CDC13)δ:0.24(9H,a),2.05(3H,s),2ユ0(1H,dda,J=2.5,1Q.0,14.5Hz>,2.16ヤほ
(3H,・),223(1H,ddd,J=2.5,5.0,14.5H・),3.86(1H,dd,J=10。0,1廴OH・),3.91(1H,dd ,」=
5.0,11.OHz),4.94(1H,dd,J=2.5,10.OHz),5.02(1H,ddd,J=3.0,5.0,10AHz),5.46(1H ,ddd,
J=2.5,3.0,5.OHz),6.81(1H,d,J=4.OHz),7.08(1H,d,4.OHz);13C-NMR(CDCIs)S=-0 .19,
2Q.8,21.1,36.1,64.1,66.7,67.3,70.3,97.3,99.1,123.0,123.8,132.3,145.5,169.9,170.1;MS
(EI)m/z380(M+,25);HRMS(EI)In!zCalcdfc)rC18H2405SSi:380.1114 .Found380.1101.
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2-(2'-Deoxy-D-ribofuranosyl)・5-ethynylthiophene(7) へ
窒 素 気 流 下 、 化 合 物6(240mg,0.631mmo1)の 無 水 メ タ ノ ー ル 溶 液(5mL)に 、 炭 酸 カ リ ウ ム
(44mg,0.316mmol)を 加 え て 室 温 で30分 間 撹 拌 した 。 溶 媒 留 去 後 、 フ ラ ッ シ ュ シ リカ ゲ ル カ ラ
ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n一ヘ キ サ ン!酢 酸 エ チ ル=1:3)で 精 製 し、 化 合 物7(142mg,quant.)を 得
た 。
Lightyellowsolids.mp82-84°C;[α】D268.5(c123,CHCI3);IRVmax(1(Br)3289,2924,1340,
1228,1077,1005cm'1;1H・NMR(CDCl3)δ:1.97(1H,ddd,J=2.5,11.0,14.OHz),2.07(1H,s),
2.25(1H,ddd,J=2.5,4.5,14.OHz),2.36(1H,d,J=1.0且z),3.32(1H,s),3.75(1H,dd,」=10.0,
10.OHz),3.85-3.90(2H,m),4.20(1H,m),4.97(1H,dd,J=2.5,11.OHz),6.80(1H,d,J=3.5Hz),
7.13(1H,d,」=3.5Hz);13C-NMR(CDCI3)δ:38.7,66,3,66.8,66.9,69.4,76.9,81.3,121.2,123.5,
129.3,132.8,146.9;MS(EI)m/z224(M+,49);HRMS(EI)m!zCalcdforCiiHi20aS:224.0507.
Found224.0484.
2{5,・o-(4,4'-Dimethoxytrityl)一(2'-deoxy-D-ribofuranosyl)]-5-ethynylthiophene(8)
窒 素 気 流 下 、 化 合 物7(68mg,0.304mmol)の 無 水 ピ リ ジ ン 溶 液(5mL)に}氷 冷 下 、4,4'・ジ メ
トキ シ ト リチ ル ク ロ リ ド(123mg,0.364mmol)を 加 え て 室 温 で6時 間 撹 拌 し た 。 氷 冷 下 、水 を 加
え 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た 。 有 機 層 を 水 、 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 後 、 無 水 硫 酸 ナ トリ ウ ム で 乾 燥 させ た 。
溶 媒 留 去 後 、 フ ラ ッ シ ュ シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー(n一ヘ キ サ ン1酢 酸 エ チ ル=5:1)で
精 製 し、 化 合 物8(1u:,95%)を 得 た 。
Colorlesssyrup.同D24_9.7(C1.01,CHCIs);IRvmax(KBr)1607,1509,1461,1300,1251,1177,
1059,1034cm-1;1H-NMR(CDC13)δ:1.61(1H,dddd,J=2.0,2,5,11.5,14.OHz),2.05(1H,ddd,
J=2.5,6.0,14.OHz),2.49(1H,d,J=2.OHz),3.18-3.22(1H,m),3.28(1H,s),3.40-3.43(1H,m),
3.78-3.80(8H,m),4.88(1H,dd,J=2.5,11.5Hz),6.10(1H,d,J=4.OHz),6.82-6.86(4H,m),
7.07(1H,d,J=4.OHz),7.24-7.48(9H,m);13C・NMR(CDCIs)δ:38.7,55。3,65.5,66.,68.9,69.3,
81.i,86.9,113.0,113.4,121.0,123.3,127.1,127.9,128.1,130.0,132.8,136.1,136.3,145.2,
158.8;MS(EI)m/z526(M+,48);HRMS(EI)m/zCalcdfbrC32H3005S:526.1814.Found
526.1806.
凶丶、
2{3'・0-{2-Cyanoethoxy(diisopropylamino)phosphino}-5'一ひ(4,4'・dimethoxytrityl)一
(2'-deoxy-D-ribofuranosyl)]-5-ethynylthiophene(9)
窒 素 気 流 下 、化 合 物7(50mg,0.0949mmol)の無 水 ジ ク ロ ロメ タ ン溶 液(1mL)に 、N,Nジ イ
ソプ ロ ピル エ チル ア ミン(50uL,0.285mmol)を加 え た。 氷 冷 下 、2一シ ア ノエ チ ル ジイ ソプaピ
ル ク ロ ロホ ス ホ ロア ミダイ ト(2611L,0.114mmol)を加 えて 室 温 で5時 間撹 拌 した 。 氷 冷 下 、飽
和 重 層 水 を加 え 室 温 で30分 間 撹 拌 後 、 ジ ク ロ ロメ タ ンで抽 出 した。 有 機 層 を飽 和 重 層 水 、 水 、飽
和 食 塩 水 で洗 浄 後 、無 水硫 酸 ナ トリウム で 乾燥 させ た。溶 媒 留 去 後 、フ ラ ッシ ュ シ リカゲ ル カ ラ ム
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ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n・ヘ キ サ ン1酢 酸 エ チ ル=7:1)で 精 製 し 、 化 合 物9(62mg ,89%)を 得 た 。
Colorlesssyrup.1H-NMR(CDCIs)S:1.14(4.4H,d,J=7.OHz),1.21-1.28(6H,m),1.36(1.6H,d,
J=7.OHz),1.61-!70(1H,m),1.98-2.0(0.74H,m),2.10-2.16(0.26H,m),2.52-2.65(2H,m),
3.06-3.14(1H,m),3.67-4.08(14H,m),4.82-4.87(1H,m),6.67-6.73(1H,m),6.80-6.85(4H,m),
7.06-7.11(1H,m),7.20-7.44(9H,m);31P-NMR(CDCIs)S=147.6,149.8;MS(FAB)m/z727
[M+H]+;HRMS(FAB)m/zCalcdforC4iH4sNaOsPS[M+H]+:727.2965.Found727.2963.
2-[5'一ひ(4・4'-Dim・七h・xytrityl)・(2'-d・・xy Drib・fu・an・yl)}・N-(pr・P-2-yn-1-yl)・P。。
pionamide(12)
窒 素 気 流 下 、 化 合 物11(170mg,0.355mmol)の 無 水 ジ ク ロ ロ メ タ ン(3ml.)溶 液 に 、 プ ロ パ
ル ギ ル ア ミ ン(27uL,0.426!111・)、1一エ チ ル ー3-(3一ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピル)カ ル ポ ジ イ ミ ド塩 酸
塩(82mg,0.426mmol)、4一ジ メ チ ル ア ミ ノ ピ リジ ン(9mg,0 .0711mmo1)を加 え 、11時 間 撹 拌
し た 。 水 を 加 え て ジ ク.　 メ タ ン で 抽 出 した 後 、 有 機 層 を飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 後 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ
ム で 乾 燥 させ た 。溶 媒 留 去 後 、 フ ラ ッ シ ュ シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n一ヘ キ サ ン!酢酸
エ チ ル=1:3)で 精 製 し 、 化 合 物12(170mg,93%)を 得 た 。
Colorlesssyrup.同D22・13.8(C1.12,CHC13);IRv皿ax(KBr)3288,2931,1656,1607,1509,1444,
1300,1251,1082,1034cm'1;1H-NMR(CDCI3)δ:1.72(1H,d,J=3.5Hz),1.83(1H,ddd,J=5.5,
9.5,13.OHz),2.00(1H,ddd,J=2.0,4.0,13.OHz),2.13(1H,t,」=2.5Hz),2.44(1H,dd,J=8.5,
15・5H・)・2・55(1H,dd,J=3.0,15.5H・),3ユ6(1H,dd,J=5.5,10.OH・)3.24(1H,dd,J=5.0,
10.OHz),3.80(6H,s),3.98(1H,ddd,J=2.5,5.0,5.OHz),4.31-4.36(1H,m),4.41-4.51(1H,m),
6.70(1H,brs)6.81-6.86(4H,m),7.22-7.44(9H,m);・3C-NMR(CDCI,)δ・28.9,40.7,42.0,55。2,
64.3,71.3,73.8,74.7,79.6,86.2,86.4,1131 26.8,127.8,128.1,130.0,135.8,144.7,158.5,
170.5;MS(EI)m/z515(M+,100)HRMS(EI)m/zCalcdforCsiHsaNOs=5152308 .Found
515.2307.
2-[3'・U-{2・Cy・n・e伽xy(dii・ppx。pyl・繭 ・)ph。・phin・}-5'O-(4,4・-dim。th。xytrityl)一
(2'-deoxy-D-ribofuranosyl)]-N-(prop-2-yn-1-yl)-propionamide(13)
窒 素 気 流 下 、 化 合 物12(1001ng,0.194mmol)の 無 水 ジ ク ロ ロ メ タ ン 溶 液(2mL)に 、N,Nジ
イ ソ プ ロ ピル エ チ ル ア ミ ン(100uL,0.5821nmoD、2・シ ア ノ エ チ ル ジ イ ソ プ ロ ピル ク.　 ホ ス ホ ロ
ア ミ ダ イ ト(52gL;Q.233mmol)を 加 え て3時 間 撹 栓 した 。飽 和 重 層 水 を加 え て 室 温 で0.5時 間 撹
拌 し た 後 、 溶 媒 留 去 し、 得 られ た 粗 成 績 体 を フ ラ ッシ ュ シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n一
ヘ キ サ ン1酢酸 エ チ ル=1:1)で 精 製 し 、 化 合 物13(125mg,90%)を 得 た 。
Colorlesssyrup.1H-NMR(CDCI3)δ:1.08(4H,d,J=7.OHz),1.12-1.18(8H,m),1.75・184( H,
m),2.05-2.21(2H,m),2.40-2.48(2H,m),2.56-2.60(2H,m),3.14-3.20(2H,m),3.51-3.88(IOH,
m)3.95-4.00(2H,m),44.10・4ユ3(1H,m),4.40-4.45(2H,m),6.68(1H,b,、),6.81-6.85(4H,m),
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7.20-7.34(7H,m),7.42-7.45(2H,m);31P-NMR(CDCla)S147.7,14s.2;HRMS(MALDI-TOF)
m/zCalcdforC40HaoNaNaO,P[NI+Nab+=738.3279.Found738.3297.
1・(β)-Prop-2-ynyl-S-O・(4,4'-di皿・th・xyt・ityl)・2・d・xy-D-rib・e(15)
窒 素 気 流 下 、化 合 物13(1.2g,2.37mmol)の 無 水 ジ ク ロ ロ メ タ ン 溶 液(10ml.)に 、-78℃ で 水
素 化 ジ イ ソ ブ チ ル リチ ウ ム(5.1mL,4.74mmol)を5分 間 か け て 滴 下 し、・78°Cで30分 撹 拌 した 。
飽 和 重 層 水 を 加 え た 後 、 ジ クf　 メ タ ン で 抽 出 し、得 られ た 有 機 層 を 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、硫 酸 ナ ト
リ ウ ム で 乾 燥 させ た 。 溶 媒 を減 圧 留 去 後 、得 られ た 粗 成 績 体 を ブ ラ ッ シ ュ シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ
トグ ラ フ ィ ー(n一ヘ キ サ ン1酢 酸 エ チ ル=1:2)で 簡 易 精 製 し 、 化 合 物14(1.Og,92%)を 得 た 。
続 い て 、 窒 素 気 流 下 、 化 合 物14(500mg,1.08mmol)の 無 水 メ タ ノ ー ル 溶 液(10mL)に 炭 酸
カ リ ウ ム(450mg,324mmol)、 大 平 一ベ ス トマ ン試 薬(250mg,1.30mmol)を 加 え 、 室 温 で5
時 間 撹 拌 した 。 溶 媒 を 減 圧 留 去 後 、 水 を 加 え て 酢 酸xチ ル で 抽 出 し、 得 られ た 有 機 層 を 水 、飽 和 食
塩 水 で 洗 浄 、硫 酸 ナ ト リ ウム で 乾 燥 させ た 。 溶 媒 を 減 圧 留 去 後 、 得 られ た 粗 成 績 体 を フ ラ,ッシ ュ シ
リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n一ヘ キ サ ン!酢 酸 エ チ ル ニ2:1)で 精 製 し、化 合 物15(420mg,
90%)を 得 た 。
Colorlessoil.[a]D248.4(c1.06,CHCI3);IRvm麒(KBr)2932,1607,1509,1462,1444,1301,1251,
1177,1085,1035cm"1;1H-NMR(CDCI3)δ:1.92-2.02(3H,m),2.43・2.49(2H,m),3.09(1H,dd,J
=6.0,10.OH。),3.24(1H,dd,J=4.5,10.OH・),3.77(6H,・),3.93-3.94(1H,皿),4.29-4・34(2且,m),
6.81-6。83(4H,m),7.22-7.44(9H,m);13C-NMR(CDCIs)δ:25.0,39.7,55.1,64.5,70.0,74.4,76.3,
80.2,85.9,86.1,113.0,126.7,121.7,128.1,130.0,136.0,144.8,158.4MS(EI)m/z458(M+,
100);HRMS(EI)皿1zCalcdfbrC2gH3005:458.2093.Found458.2089.
1-(β)・Pr・P・2-ynyi-3・0・{2℃y・n・eth・xy(dii・・P・・pyl・min・)ph・・phin・}・5・0・(4・4'-dim
ethoxytrityl)-2-deoxy-D-ribose(16)
窒 素 気 流 下 、 化 合 物15(190mg,0.414mmo1)の 無 水 ジ ク ロ ロ メ タ ン 溶 液(5mL)にN,Nジ イ
ソプ ロ ヒ ル゜ エ チ ル ア ミ ン(210gL,1.24mmol)、2一シ ア ノ エ チ ル ジ イ ソ プ ロ ピル ク ロ ロ ホ ス ホ ロ ア
ミ ダ イ ト(120uL,0.539mmol)を 加 え 、 室 温 で1.5時 間 撹 拌 した 。 水 を加 え て 、 溶 媒 を 減 圧 留 去
後 、得 られ た 粗 成 績 体 を シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー(n一ヘ キ サ ン1酢 酸 エ チ ル=5:1)で 精
製 し、 化 合 物16(237mg,87%)を 得 た 。
C。1。lesssy。up.・H-NMR(CDCI、)δ・1.08(3H,d,J=7.OH・〉,1ユ3・1.18(9H,m),1・91・1・96(2H,
m),2.06-2.21(1H,m),2.43-2.46(1H,m),2.50-2.55(2H,m),2.60(1H,t,J=6.5Hz),3.11-3.16
(2H,m),3.52-3.81(10H,m},4.10-4.15(1H,m),4.30-4.33(1H,m),4.44-4.48(1H,m),6.79-6.83
(4H,m),7.19-7.36(7H,m),7.44-7.47(2H,m);31P・NMR(CDCIs)δ:147.1,147。7;MS(FAB)醜
681(M+Na]+;HRMS(FAB)m!zCalcd{brC38H47N2NaO6P[1協Na]+:681.3069.Found681.3093.
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1・(β)-But・3-ynyl-5-O-(4,4'-dimethoxytrityl)・2・deoxy-D・ribose(18)
窒 素 気 流 下 、化 合 物13(1.2g,2.37mmol)の 無 水 テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン 溶 液(20mL)に 水 素 化 ア
ル ミニ ウ ム リチ ウ ム(360mg,9.47mmol)を 加 え 、 室 温 で9時 間 撹 拌 した 。 水 を加 え て 、 酢 酸 エ
チ ル で 抽 出 し、水 、 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 させ た 。 溶 媒 を 減 圧 留 虫 後 、 得 られ
た 粗 成 績 体 を フ ラ ッ シ ュ シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー(n一ヘ キ サ ン!酢 酸 エ チ ル=5:1)で
簡 易 精 製 し、 ア ル モrル 体(1.lg,quant)を得 た 。 こ の 化 合 物 は 一 部 そ の ま ま 次 の 反 応 に 用 い た 。
窒 素 気 流 下 、ア ル コ ー ル 体(500mg,1.08mmol)の 無 水 ピ リジ ン溶 液(10mL)にp一 トル エ ン ス
ル ポ ニ ル ク ロ リ ド(246mg,1.29mmol)を 加 え て 室 温 で12時 間 撹 拌 し た 。水 を 加 え て 酢 酸 エ チ ル
で 抽 出 し た 後 、 水 、 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、Na2SO4で 乾 燥 させ た 。 溶 媒 を減 圧 留 去 し、 得 られ た 粗 成
績 体 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー(n一 ヘ キ サ ン/酢酸 エ チ ル=3:2)で 精 製 し 、化 合 物17
(5391ng,81%)を得 た 。 こ の 化 合 物 は 一 部 そ の ま ま 次 の 反 応 に 用 い た 。
窒 素 気 流 下 、 化 合 物17(1u:,0.404mmol)の 無 水 テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン溶 液(3mL)に 、 リ
チ ウ ム ア セ チ リ ド・エ チ レ ン ジ ア ミ ン 錯 体(u: ,0.889mmol)を加 え て 室 温 で9時 間 撹 拌 した 。
飽 和 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液 を 加 え た 後 ジ エ チ ル エ ー テ ル で 抽 出 し、 有 機 層 を 水 、飽 和 食 塩 水 で 洗
浄 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 した 。 溶 媒 留 去 後 、 得 ら れ た 粗 成 績 体 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロマ ト
グ ラ フ ィ ー(n一ヘ キ サ ン!酢 酸 エ チ ル=3:2)で 精 製 し 、 化 合 物18(124mg ,65%)を 得 た 。
Colorlessoil・[a]D243・0(cO.31,CHCIs);IRv皿ax(KBr)2933,1607,1509,1445,1301,1251,1177,
1074,1034cm¶1;1H-NMR(CDCIs)δ:1.73-1.80(2H,m),1.92-1.99(3H,m),2.27-2.36(2H,m),
3.06(1H,dd,J=6.0,10.OHz),3.20(1H,dd,J=5.0,10.OHz),3.77(6H,s),3.86-3.90(1H,m),
4.26-4.33(2H,m),6.:!・(4H,m),7.17・7.44(9H,m);13C-NMR(CDCIs)δ:15.3,34.5,40.4,
55ユ,64.4,68.5,74.6,83.9,85.6,$6.1,113ユ,126.7,127。6,128.1,130.0,136.0,144.8,158.4;
HAMS(MALDT-TOF)m!zCalcdfbrC30H32NaO5[M+Na】+:495.2142.Found4952141.
1・(β)-But-3-ynyl-3-O-{2℃y・n・th・xy(dii・・pr・pyl・min・)ph・phin。}・5・0-(4
,4・-dim
ethoxytrityl)-2-deoxy-D-ribose(19)
窒 素 気 流 下 、 化 合 物18(90mg,0.190mmol)の 無 水 ジ ク ロ ロ メ タ ン溶 液(2mL)に 、N,N一ジ イ
ソ プ ロ ピル エ チ ル ア ミ ン(97uL,0.571mmol)、2一シ ア ノ エ チ ル ジ イ ソプ ロ ピル ク ロ ロ ホ ス ホ ロ ア
ミダ イ ト(51gL,0.223mmo1)を 加 え 、室 温 で5時 間 撹 拌 し た 。水 を 加 え て 、溶 媒 を 減 圧 留 去 後 、
得 られ た 粗 成 績 体 を シ リカ ゲ ル カ ラ ム クaマ トグ ラ フ ィー(n一ヘ キ サ ン!酢 酸 エ チ ル=1:1)で 精 製
し 、 化 合 物19(124mg,97%)を 得 た 。
Colorlessoil.1H-NMR(CDC13)δ:1.17(3H,d,J=7.OHz),1.13-1。18(9H,m),1.74-1.89(3H,m),
1.97-2.13(2H,m),2.30-2.46(3H,m),2,44(1H,m),3.07-3.18(2H,m),3.52-3.85(10H,m),
4.05-4.11(1H,m),,4.26-4.32(1H,m),4.40-4.47(1H,m),6.80-6.84(4H,m),7.16-7.46(9H,m);
31P-NMR(CDCI3)δ:147.5,147.7;MS(FAB)m/z673[M+H]+;HRMS(.;)m!zCalcdfor
C3gH50N206P[雌H]+:673.3407.Found673,3434.
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1-(β)-Prop-2-ynoxy-3,5-di-O-toluoyl-2・deoxy・D-ribofuranose(21β)
窒 素 気 流 下 、 化 合 物20(3.Og,7.71mmol)の 無 水 ア セ トニ ト リル 溶 液(75mL)に 氷 冷 下 、 プ ロ
パ ル ギ ル ア ル コ ー ル(360pL,9.25mmoDを 加 え て 室 温 で6時 間 撹 拌 した 。 水 を 加 え た 後 酢 酸 エ
チ ル で 抽 出 し 、 有 機 層 を 飽 和 重 層 水 、 水 、 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、 無 水 硫 酸 ナ トリ ウ ム で 乾 燥 した 。 溶
媒 留 宏 後 、 得 られ た 粗 成 績 体 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n一 ヘ キ サ ン!酢 酸 エ チ ル=
5:1)で精 製 し、 化 合 物21β(1.2g,39%)を 得 た 。
Colorlessoil.【α】D26138.0(cl.00,CHC13);IRvmaa(R)1718,1611,1273,1178,1109,1020cm'1;
1H・NMR(CDCIs)δ:229(1H,dd,」=2.0,14.5Hz),2.40・2.41(7H,m),2,4-2.61(1H,m),4.28
(1H,dd,J=2.5,15.5Hz),4.50・4.56(2H,m),4.b2-4.66(1H,m),5.42-5.46(1H,m),5.51(1H,d,J
=5.5Hz),7.21-7.24(4H,m),7.90-7.95(4H,m);13C・NMR(CDCI3)δ:21.6,21.7,392,54.2,64.1,
74.2,74.4,81.5,102.2,122.4,126.9,127.0,129.1,129.1,129.6,129.$,143.8,,143. ,166.2,166.4
MS(EI)m/z40S(M+,100);HRMS(EI)m!zCalcdfbrC24H2406:408.15r3.Found408.1580.
1-(β)-Prop・2・ynoxy-2-deoxy-D-ribofuranose(22)
窒 素 気 流 下 、 化 合 物21β(600mg,1.47mmol)の 無 水 メ タ ノ ー ル 溶 液(5mL)に 、 ソ ジ ウ ム メ
トキ シ ド(240mg,4.41mmoDを 加 え て 室 温 で5時 間 撹 拌 し た 。 溶 媒 留 去 後 、 得 られ た 粗 成 績 体 を
フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィ ー(n一ヘ キ サ ン1酢酸 エ チ ル=1:7)で 精 製 し、 化 合 物22(251
mg,quant)を得 た 。
Colorlessoil.【α】D26216。4(cl.00,CD30D);IRv皿ax(KBr)3284,2928,1086,1034cm'1;1H-NMR
(CD30D)δ:1.78(1H,ddd,J=1.5,3.5,14.OHz),2.26(1H,ddd,J=5.0,8.0,14.OHz),2.70(1H,t,
J=2.5Hz),3.4$(1H,dd,J=5.0,12.OHz),3.57(1H,dd,J=3.5,12.OHz),3.80-3.84(1H,m),
4.02-4.06(1H,m),5.25(1H,dd,J=1.5,5.5Hz);13C・NMR(CD30D)δ:42.2,54.7,63.0,72.2,
75.4,80.5,87.0,103.1;MS(FAB)m/z174[M+H]+;HRMS(FAB>m!zCalcdforC8H1204【ハみ 田+:
173.0814.Found173.0809.
1-(β)-Prop-2-ynoxy・5・ひ(4,4'-dimethoxytrityl)・2・deoxy-D-ribofuranose(23)
窒 素 気 流 下 、化 合 物22(120mg,0.697mmol)の 無 水 ピ リ ジ ン 溶 液(5mL)に 、4,4'一ジ メ トキ シ
ト リチ ル ク ロ リ ド(283mg,0.836mmol)を 加 え て 室 温 で6時 間 撹 拌 し た 。水 を 加 え た 後 酢 酸 エ チ
ル で 抽 出 し 、有 機 層 を 水 、 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し た 。 溶 媒 留 去 後 、得 ら
れ た 粗 成 績 体 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n一ヘ キ サ ン1酢 酸 エ チ ル=2:1)で 精 製 し、
化 合 物23(324mg,98%)を 得 た 。
Colorlessoil.[a]n2386.5(c1.03,CDC玉3);IRv皿ax(KBr)1607,1509,1444,1301,1251,1177,1084,
1034cm";'H-NMR(CDCI3)δ:2.07(1H,d,J=13.5Hz),2.25・2.31(1H,m),2.43(1H,t,J=2.5
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、㍉噂幽
H・)・3・16(2H,d,J=4.5H・),3.77(6H,・),4ユ9-4.24(2H,m),4.28(1H,dd,J=1.0,2.5H。),5.46
(1H,d,J=5.OHz),6.80-6.83(4H,m),7.17-7.32(7H,m),7.40-7.42(2H,m).13C-NMR(CDCIs)S
14.1,41.1,53.9,55ユ,63.9,73.2,74.3,79.3,86.0,86.9,1 2.7,113.0,126.7,127.7,128.0,130.0,
135.8,135.9,144.7,158.4;MS(FAB)m/z697[M+Nab+;HRMS(FAB)m/zCalcdforC2sHsoNaOs
[諮Na]+:497.1935.Found497.1944.
1・(β)・P・・p-2・yn・xy・3・0・{2℃y・n・eth・xy(dii・・P ・py1・min・)ph・・phin。}・5・0・(4,4・di
methoxytrityl)-2-deoxy-D-ribose(24)
窒 素 気 流 下 、 化 合 物23(70mg,0.148mmol)の 無 水 ジ ク..メ タ ン 溶 液(2mL)に 、N,N二・ジ イ
ソ プ ロ ピル エ チ ル ア ミ ン(75gL,0.443mmol)、2一シ ア ノ エ チ ル ジ イ ソ プ ロ ピル ク ロ ロ ホ ス ホ ロ ア
ミ ダ イ ト(40gLO.177mmol)を 加 え 、室 温 で15時 間 撹 拌 した 。水 を 加 え て 、溶 媒 を 減 圧 留 去 後 、
得 られ た 粗 成 績 体 之 シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー(n一ヘ キ サ ン!酢 酸 エ チ ル ニ4:1)で 精 製
し、 化 合 物24('1u:,90%)を 得 た 。
Colorless◎it.玉H-NMR(CDCI3)δ:1.00(2x,d,」二3.oxZ),1.11-1.16(9H,m),1。86-1.98(3H,m),
2.52-2.62(1H・m),3・08-3・14(1H,m),3.28-3.41(1H,m),3.51-3.60(3H,m),3.78(砠,。),
4.12-4.34(4H,m),5.43(1H,m),6.80-6.84(4H,m),7.19-7.35(7H,m),7.42-7.46(2H,m);
31P-NMR(CDCIs)δ:147.3,148.2;MS(.;)m/z697[M+Nab+;正{RMS(FAB)m/zCalcdfc)r
C38H47N2NaO7P[M+Na]+:697.3◎19.Found697.3049
2-{3',5'-Di-a-toluoyl-(2'-deoxy-D-ribofuranosyl)}-N-(prop-2-yn-1-yl)-acetamide
(26)
窒 素 気 流 下 、化 合 物25(180mg,0.452mmol)の 無 水 ジ クr　 メ タ ン 溶 液(3mL)に 、4一ジ メ チ
ル ア ミ ノ ピ リ ジ ン(11mg,0.108mmol>、 プ ロパ ル ギ ル ア ミ ン(35pL ,0。542mlno1)、1一エ チ ル
ー3・(3一ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピル)カ ル ポ ジ イ ミ ド塩 酸 塩(104
mg,0.542m阻oDを 加 え て 室 温 で1時
間 撹 拌 した 。 水 を 加 え た 後 ジ ク ロ ロ メ タ ン で 抽 出 し 、 有 機 層 を 水 、飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、 無 水 硫 酸 ナ
へ ゆ
ト リ ウ ム で 乾 燥 し た 。 溶 媒 留 去 後 、 得 ら れ た 粗 成 績 体 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー(n一
ヘ キ サ ン1酢 酸 エ チ ル=3:1)で 精 製 し
、 化 合 物26(u:,70%)を 得 た 。
Colorlessoil.【αID2522.3(cO.96,CDCIa);IR'Vmax(][(Br)1718,1679,1272,11Q5Clll-1;iH-NMR
(CDCI・)δ ・2ユ4(1H,t,」=2.5H・),2.27(1H,ddd,J=4.0,10 .5,14.OH・),2.42(3H,、),2.43(3H,
s),2.53(1H,ddd,J=1.0,6.5,14.OHz),3.92(1H ,ddd,J=2.5,5.5,17.5Hz),4A3(1H,ddd,J=
2.5,6.0,17.5Hz),4.51-4.74(4H,m),5.51-5.54(1H,m),7.03(1H,dd,J=5.5,6.OHz),7.26(2H,d,
J-$.OHz),7.93(2H,d,J=8.OHz);13C-NMR(CDCIs)b21 .7,21.7,28.5,37.0,64.1,71.5,76.0,
78.7,78.9,84.4,126.5,126.6,129.2,129.3,129.7,129.7,144.3,144.4,166.0,166. ,171.0>MS
(EI)m/a435(M+,100);HRMS(EI)m/zCalcdforC24Hz40s:435 .1682.Found435.1677.
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2・(2'-deoxy-D・ribofuranosyl)-N-(prop・2・yn-1-yl)・acetamide(27)'a
窒 素 気 流 下 、 化 合 物26(80mg,0.184mmol)の 無 水 メ タ ノ ー ル 溶 液(2mL)に 、 ソ ジ ウ ム メ ト
キ シ ド(30mg,0.551mmo1)を 加 え て 室 温 で10時 間 撹 拌 した 。 溶 媒 留 去 後 、 フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク
ロ マ トグ ラ フ ィ ー(酢 酸 エ チ ル)で 精 製 し、 化 合 物27(25mg,68%)を 得 た 。
Colorlessoil.[a】D2542.1(00.97,CH30H);IRVmax(KBr)3295,1660,1536,1095,1059c皿一i;
1H-NMR(CDCIs)S=2.06{1H,ddd,J=6.0,8.0,13.OHz),2.23{1H,ddd,J=4.0,8.0,13.OHz),
2.58(1H,t,J=2.5Hz),3.58(1H,dd,J=5.0,12.OHz),3.6$(1H,dd,J=4.0,12.OHz),3.89(1H,
ddd,J=3.0,4.0,5.OHz),3.98(1H,dd,J=2.5,7.5Hz),3.99(1H,dd,J=2.5,7.5Hz),4.2i(1H,
ddd,J=3.0,4.0,6.OHz),4.51(1H,t,J=8.OHz);13C・NMR(CD30D)δ:29.0,40.3,62.8,72.2,
72.3,..,80.3,89ユ,175.2;MS(EI)m/z199(M+,33);HRMS(EI)mlzCalcdfc)rCgH13NO4:
199.0845.Found199.0862.
2・{5'・0・(4,4'-Dimethoxytrityl)・(2,-deoxy-D-ribofuranosyl)}-N・(prop-2-yn・1-yl)'acet
amide(28).丶
窒 素 気 流 下 、 化 合 物27(u:,0.105mmol)の 無 水 ピ リジ ン溶 液(2mL)に 、4,4'一ジ メ トキ シ
ト リチ ル ク ロ リ ド(50mg,0.148mmoDを 加 え 、室 温 で11時 間 撹 拌 した 。 水 を加 え た 後 酢 酸 エ チ
ル で 抽 出 し、 有 機 層 を 水 、 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 させ た 。 溶 媒 留 去 後 、 フ
ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n一ヘ キ サ ンノ酢 酸 エ チ ル=1:2)で 精 製 し、 化 合 物28(49mg,
93%)を 得 た 。
Colorlesssyiup。[a】D2531.1(C10.3,CHCI3);IR"Vmax(KBr)1667,1510,1251,1177,1034cm"1;
lH-NMR(CDCI3)δ:2.09(1H,t,J=2.5Hz),2.25(1H,ddd,J=6.0,8.0,13.OHz),2.33(1H,ddd,
J=4.0,8.0,13.OHz),3.26(1H,dd,J=4.5,10.OHz),3.68(1H,dd,J=4.0,10.OHz),3.74(1H,
ddd,d=2.5,5.0,17.5Hz),3.79(6H,s),3.96-4.04(2H,m),4.34(1H,dt,J=4.0,6.OHz),4.59(1H,
t,J=8.OHz),6.82・6.86(4H,m),7.08(1H,t,J=5.OHz)7.22-7.43(9H,m);13C・NMR(CDCI3)δ;
28.5,39.1,55.2,63.0,71.5,72.2,77.5,79.1,86.0,86.6,113.2,126.9,127.9,128.0,130.0,135.5,
144.4,15S.5,172.7;MS(EI)m/z501(M+,35);HRMS(EI)mlzCalcdfc)rC30H31NO6:501.2151.
Found501.2158. り、
2-[3'-O-{2-Cyanoethoxy(diisopropylamino)phosphino}-5'-O-(4,4'-Dimethoxytrityl)
一(2'-deoxy-D-ribofuranosyl)]-N-(prop-2-yn-1-yl)-acetamide(29)
化 合 物28(40mg,0.0798mmol)の無 水 ジ クw　 メ タ ン溶 液(2mL)に 、N,Nジ イ ソプ ロ ヒ゜ル
エ チ ル ア ミン(41p五,0.239mmol)、2・シア ノエ チ ル ジイ ソプ ロ ピル ク ロ ロ ホ ス ホ ロア ミダ イ ト
(21pb,0.0957mmo1)を加 え 、 室 温 で3時 間撹 拌 した。 飽 和 重 層 水 を加 え て室 温 で30分 撹 拌 後 、
酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し、有 機 層 を水 、飽 和 食塩 水 で洗 浄 、無水 硫 酸 ナ トリ ウム で 乾燥 させ た 。溶 媒 留
去 後 、フ ラ ッシ ュ カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー(n一ヘ キサ ン1酢酸 エ チ ル=3:1)で 精 製 し、化 合 物29
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(51mg,91%)を 得 た 。
C・1・・lesssy・up・1H'NMR(CDCI・)δ ・1・06・1・19(12H,m),2.08-2.09(1H,m),2.25-2.32(1H,m),
2・34"2・51(2H・m)・2・60(1H,t,J=6 .5H・),3.20-3.38(2H,m),3.51-3.89(11H,m),4.02-4.18(2H,
m),4.42-4.51(1H,m),4.56-4.62(1H,m),6.82-6.87(4H,m),7.05-7.20(1H,m),7.23-7.44(9H,
m);31P・NMR(CDCI・)d・148 .2,148.9;HRMS(MALDI-TOF)mノ 。C。1,繭 。C39H48N,N。0,P
[M+Na)+:724。3122.Found724.3124.
アジ ド合成
R㌧CO・H・R2・HR㌔CONH, ,R・・HR1
・H・R2・CO・HR1・H ,R・=C。NH、
窒 素 気 流 下 、2一ア ジ ド安 息 香 酸(200mg ,1.23mmol)に 塩 化 チ オ ニ ル(1mL)を 加 え て2時 間
加 熱 還 流 し た 。 溶 媒 留 去 後 、 氷 冷 下10%ア ン モ ニ ア 水 溶 液(3mL)を 加 え 、0.5時 間 撹 拌 し た 。 ク
ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し、 有 機 層 を 水 、 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、 無 永 硫 酸 ナ トリ ウ ム で 乾 燥 させ た 。 減 圧 留
去 後 、 フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(ク ロ ロ ホ ル ム1メ タ ノ ー ル=10:1)で 精 製 し、2・ア ジ
ドベ ン ズ ア ミ ド(185mg,93%)を 得 た 。
2鱒A・id・b・nzamid・・Y・11・w・lid・.mp130-131°C;IR,Vmax(KBr)3368,3168,2130,2103,1655,
1620,1599,1574,1483,1452,1403,1230,1163,1127,1084cm膠1;1H-NMR(DMSO-d6)δ:7.22
(1H,dt,J=1.5,7.5Hz),7.33(1H,dd,J=1.5,7.5Hz),7.50(1H,dt,J=1.5,7.5Hz),7.56(1H,
brs),7.57(1H,dd,J=1.5,7.5Hz),7.73(1H,brs);13C-NMR(CDCIs)S:119.7,124.8,128.3,129.7,
131.4,136.6,167.1濫MS(EI)m/z162(M+,100);HRMS(EI)m/zCalcdfc)rC7H6N40:162.0542.
Found162.0550.
3°A.・id・b・nzamid・・B・・wn・ ・lid・.mp135-136・C;IR・max(KBr)3358,3171,2198,2113,
1658,1624,1581,1483,1444,1395,1314,1288,1164,1129cm曜1;1H-NMR(DMSO-d6)δ:7.25
(1H,d,J=7.5Hz),7.46(1H,brs),7.48(1H,t,J=7.5Hz),7.58(1H,s),7.68(1H,d,J=7.5
Hz),8.06(1H,brs);13C-NMR(CDCIs)&:118.0,121.9,124.2,130.0,136.0,139.6,167.1;MS(EI)
rzz/z162(M+,100);HRMS(EI)m!zCalcdfbrC7H6N40:162。0542.Found162.0546.
・・冶YC°zH_・ 、rYC°・H
NHBooIVHz
C8H14N404(41mg,0.1mmol)に4N塩酸・ジオ キサ ン溶 液(1mL)を 加 えて80℃ で1時 間撹 拌
した。減 圧 留 宏 後 、得 られ た化 合物 を ジ メチル スル ポ キ シ ド1水d:1の 溶 液2mLに 溶 か し
、そ の
ま まHuisgen反応 に用 い た 。
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C20H37N504(44mg,0.1mmol)に4N塩酸 ジオ キサ ン溶 液(lmL、)を 加 え て80℃ で1時 間 撹
拌 した。 減 圧 留 去 後 、得 られ た化 合 物 を ジ メ チル ス ル ポ キ シ ド1水=2:1の溶 液2mLに 溶 か し、そ
の ま まHuisgen反応 に用 い た 。
3,5一ジ ア ミノ ヨー ドベ ンゼ ン(160mg,0.680mmol)の2N塩酸 水 溶 液(1mL)に 水(4mL)、シ
ア ン酸 カ リ ウム(170mg,2.04mmol)を加 えて 室温 で12時 間撹 拌 した。 析 出 固体 を濾 過 し、2N
塩 酸 水 溶 液 、 冷 トル エ ンで 洗 浄 した。 得 られ た 固 体 の ジ メチ ル スル ホ キ シ ド1水混 合溶 液(5:1,3.O
mLl)にア ジ化 ナ トリ ウム(501ng,76.3ｵmol)、ヨ ウ化 銅(1)(6.Omg,31.0ｵmot)、ア ス コル ビン
酸 ナ トリウム(15mg,75.6μmoD、N,N'一ジ メ チル エ チ レン ジア ミン(4ｵL,36.7μmol)を加 え て
室 温 で12時 間撹拌 した。 水 を加 え て酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し、得 られ た有 機 層 を水 、飽 和食 塩 水 で洗
浄 、 無 水硫 酸 ナ トリ ウムで 乾 燥 させ た。 有機 層 を減 圧 留 去 した後 、10mMジ メチ ル スル ポ キ シ ド
溶 液 と してHuisgen反応 に利 用 した 。
Nア セ チ ル ー7一ア ミ ノ テ トラ ヒ ドロ キ ノ リ ン(270mg,1.42mmol)の ア セ トニ ト リル 溶 液(10
mL)に 氷 冷 下 、 亜 硝tert一 ブ チ ル(270μL,2.28mmol)、 ト リ メ チ ル シ リル ア ジ ド(240μL,1.51
rugを 加 え て 室 温 で15時 間 撹 拌 した 。 水 を加 え て 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し、得 られ た 有 機 層 を飽 和
重 層 水 、水 、飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 させ た 。 有 機 層 を 減 圧 留 去 し た 後 、 フ
ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー(11・ヘ キ サ ン1酢酸 エ チ ル=1:1)で 精 製 し、Nア セ チ ル ー%一ア ジ
ドテ トラ ヒ ドロ キ ノ リ ン(280mg,91%)を 得 た 。
Lightyellowsolids.mp53-55°C;IRvmax(KBr)2944,2109,2050,1656,1606,1576,1498,1454,
1406,1352,1300,1263,1231,1209,1136,1019cm'1;1H・NMR(CDCIs)δ:r.9s(2H,quin.,J=
7.OHz),2.72(2H,t,J=7.OHz),3.76(2H,t,J=7.OHz),6.79(1H,d,J=7.OHz),6.94(1H,brs),
7.12(1H,d,J=7.OHz);13C-NMR(CDCIa)8:23.2,23.6,26.3,43.2(br),115.1,115.2,129.4,137.5,
139.9(br),169.7;MS(.　)m/z216[M+Na)+;HRMS(FAB)m/zCalcdfc)rCiiHisN40【M卜田+:
217.1084.Found217.1087.
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オ リゴヌ ク レオチ ドの合 成
標 準的なホスホロア ミダイ ト法 に従い、オ リゴヌ ク レオチ ドの合成 を行 った。合成機 はnS-8を
用 い 、0.2R皿ol離 は1.Oumolスケ ール で 行 い 、 反応 活 性 化 剤 に は5{3,5一ジ(ト リフル オ ロ メチ
ル)フ ェニ ル}2H-1,2,3,4一テ トラ ゾー ル(Activator42TM,Proligo●)を用 い た。 合 成 した オ リゴヌ ク
レオ チ ドは28%ア ン モ ニ ア水(室 温 、1.5時間)で 処理 して 固相 カ ラ ム か らの切 り出 しを行 い 、 引
き続 き28%ア ンモ ニ ア 永(55°C、12時間)で 処 理 し、脱 保 護 を行 っ た。 固相 抽 出(Sep-pak●Plus
C18Cartridge>によ り簡 易精 製 した後 、逆 相HPLC精 製 を行 っ た。
HPLCに よ る精 製 及 び 純 度 確 認
オ リゴヌ ク レオ チ ドの精 製 及 び純 度 確 認 は 以 下 の 条件 で行 っ た。
カ ラ ム:WatersXbridge°MSCis2 .5gmol(4.6mmx50mm)
WatersXbridge●MSCzs2.5umol(10mmx50mm)
移 動 相:A液:0.1MTriethylammoniumacetate(TEAA)Buffer(pH7.0)
B液:0.1MTEARBuffer:Acetonitrile=1:1
gradient:B液 濃 度1%(30min)ま た は7-15%(30min)
流 速:3mL/minforpreparation
ヘ ミほレ
1mL/min
温度:50°C
検 出:UV(254nm)
MALDI-TOFMassス ペ ク トル 測 定
オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの 組 成 は 、MALDI-TOFMass測 定 に て 確 認 した 。BrukerDaltonics●
AutoflexIITOF/TOFを用 い て 、以 下 の 条 件 で 測 定 した。マ トリ ックス(2,4,6一トリヒ ドロキ シ ア セ
トフ ェ ノ ンー 水 和 物:クエ ン酸 三 ア ンモ ニ ウム=1:1)1pLを サ ンプ ル プ レー ト上 で 乾燥 させ 、そ の
後 オ リゴヌ ク レオ チ ド1pあ を 添加 して乾 燥 させ る こ とで 、測 定 サ ン プル を調整 した。 測 定 は ネ ガ
テ ィブ モ ー ドで 行 った 。
オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドの 定 量
第 一 章 と同様 に:ほρ た 。
Fiuisgen反応
試 薬 は番 号順 にエ ッペ ン ドル フチ ュー ブ に入 れ て 、 混和 した。 全 て の試 薬 を 混 和 した反 応 液 は 、
遮 光 下 、 室 温 で放 置 した。 反応 条件 は 、 第 一 章 の反 応 条件4を 参 考 に行 った 。
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HPLCに よ るHuisgen反 応 の 分 析
Huisgel1反応 の 分 析 は 以 下 の 条 件 で 行 っ た 。
カ ラ ム:WatersXterra⑪MSC182.5pmo1(4.6mmx50mm)
移 動 相:A液:0.1MTriethylammoniumacetate(TEAA)Buffer(pH7.0)
B液:0.1MTEARBuffer:Acetonitrile=1:1 ホへ
gradient:B液 濃 度8-20%(30min)ま た は7・15%(30min)ま た は7-13%(30min)
流 速:1mL!min
温 度:50°C
検 出:UV(254nm)
HPLCに よ るHuisgen反 応 の 分 取
Huisgen反応 に よ る 生 成 物 の 精 製 は 以 下 の 条 件 で 行 っ た 。
カ ラ ム:WatersXterra⑪MSC182.5pmo1(4.6mmx50mln)
移 動 相:A液:0.1MTriethylammoniumace七ate(TEAA)Buffer(pH7.0)
B液:0.1MTEARBuffer:Acetonitrile=1:1
gradient:B液 濃 度i%(30min)ま た は7・15%(30min)ま た は7・13%(30min)
流 速:1mL/minforpreparation
温 度:50°C
検 出:UV(254nm).a
MALDI・TOFmassス ペ ク トル デ ー タ
ODN-2:Calcd.[M・H】昌,4478.03;Found[M-H]一,4418.11.
ODN-3:Calcd.[M-H},4409.93;Found[M-H},4409.26.
ODN・4:Calcd.[M・田',4423.96;Found[M-H】',4424.31.
ODN・5:Calcd.[M・H]°,4423.94;Found【M・H]',4423.01.
ODN・6:Calcd.[M一田 幽,4452.96;Found[M・Hr,4453.48.
ODN・7:Calcd.[M・田 驢,4466.99;Found[M・田 膕,4467.01.
'"丶
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 5i-T  I  I  I  I CTXTCTCTCT-3'  x=
Entry
x 
(R)
  MALDI-TOF Mass 
 Calcd.[M-Hy  Found[M-1-1]-
 Yield(%) Entry
(R)
  MALDI-TOF Mass 
 Calcd.[M-Hy  Found[M-I-1]-
 Yield(%)
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11
4529.06 
4561.13 
4595.20 
4525.03 
4524.04 
4521.08 
4525.03 
4573.16 
4515.03 
4531.03 
4559.04
4528.47 
4562.37 
4596.19 
4525.32 
4523.65 
4522.96 
4524.28 
4573.22 
4515.98 
4530.16 
4559.93
94 
89 
88 
64 
61 
77 
8 
38 
76 
74 
73
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21
4532.02 
4531.03 
4545.06 
4559.04 
4573.07 
4529.06 
4559.04 
4530.05 
4545.06 
4573.07
4532.35 
4531.39 
4545.62 
4558.90 
4573.21 
4531.03 
4559.13 
4527.82 
4545.18 
4573.53
64 
80 
3 
67 
72 
78 
81 
65 
82 
88
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 5T-  I  I  I  I  I CTXTCTCTCT-3'  x=
Entry
(R)
 MALD1-TOF Mass 
 Calcd.[M-1-1]-  Found[M-H.
 Yield(%) Entry
 X 
(R)
  MAL-DI-TOF Mass 
 Calcd.[M-1-1]-  Found[M•Ht
 Yield(%)
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8
4478.03 
4607.15 
4578.11 
4565.11 
4597.16 
4613.16 
4641.17 
4640.18
4478.11 
4606.79 
4578.04 
4565.53 
4597.49 
4614.49 
4642.45 
4640.33
81 
73 
73 
 88 
79 
62 
90 
74
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16
 4614.15 
 4613.16 
 4641.17 
 4640.18 
H2 
H 4627.18 
  4655.20 
ONH2 
  4565.11 
  4647.22
4615.02 
4614.14 
4640.78 
4641.06 
4627.19 
4654.57 
4566.00 
4647.55
66 
76 
79 
83 
87 
95 
71 
80
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5'-  I  I I I  I CTXTCTCTCT-3'
Entry
x 
 (R)
MALDI-TOF Mass
   Yield(%) 
 Found[M-1-1]-
Entry
(R)
MALDI-TOF Mass
 Calcd.[M-FI]-  Calcd.[M-1-1]- Found[M-H]'
 Yield(3/0)
4539.00 4538.78 63 4545.01 4545.11 78
4538.01 
4529.06 
4545.01 
4572.03
4537.65 
4529.21 
4545.93 
4571.01
76 
77 
71 
65
4572.03 
4559.03 
4587.05 
4559.03
4572.12 
4559.43 
 4588.02 
4559.62
84 
72 
71 
71
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 51-  I  I  1  1  1  CTXTCTCTCT-31
Entry
(R)
  MALDI-TOF Mass 
 Calcd.[M-1-1].  Found[M4-1]-
 Yield(%) Entry
(R)
  MALDI-TOF Mass 
 Calcd.(m-Hr  Found[M-1-1]-
 Yield(%)
4553.08 
4552.10 
4602.11 
4511.04 
4554.07 
4580.11 
4543.09 
4559.09 
4586.11
4553.22 
4552.87 
4601.46 
4511.02 
4554.49 
 4581.32 
4543.77 
4559.18 
4586.26
85 
86 
82 
75 
77 
61 
80 
83 
82
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18
4559.09 
4600.10 
4586.11 
4573.11 
4601.13 
4659.17 
4640.20 
4573.11 
4593.15
4559.51 
4600.14 
4586.99 
4573.72 
4602.02 
4659.83 
4640.51 
4573.90 
4593.63
83 
70 
71 
74 
77 
71 
90 
82 
81
.„
„
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 5T-TTITTCTXTQTCTCT-3'  x=
Entry
x 
 (R)
  MALDI-TOF Mass 
   Yield(%) Entry 
 Calcd.[M-H]-  Found[M-H]- (R)
  MALDI-TOF Mass 
 Calcd.[M-H]-  Found[M-H]-
 Yield(%)
1 
2 
3 
4 
5
4555.05 
4554.07 
4545.06 
4561.06 
4588.09
4555.07 
4554.38 
4545.85 
4560.24 
4588.03
67 
74 
91 
58 
70
6 
7 
8 
9 
10
  4561.06 
  4588.09 
H2 
  4575.09 
H 
  4603.10 
 ONH2 
 DH 4575.09
4561.66 
4587.89 
4575.27 
 4603.52 
4574.77
85 
69 
86 
79 
74
      CTXTCTCTCT-3'  x=
Entry
 (R)
  MALDI-TOF Mass 
   Yield(%) Entry 
Calcd.[M-Hr  Found[M-H]-  (R)
  MALDI-TOF Mass 
 Calcd.[M-Hr  Found[M-H]-
Yield(%)
1 
2 
3 
4 
5
4553.08 
4572.85 
4588.91 
4587.72 
4614.34
72 
68 
84 
82 
71
6 
7 
8 
9
N 
H 
N H 
N 
H
  4630.13 
ONH2 
  4602.11 
H 
 )1-I  4602'11 
  4622.14
4631.12 
4601.55 
4603.31 
4622.12
75 
78 
73 
90
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 5'.-  I  I  I  I  1  CTXTCTCTCT-3'  x=
Entry
 x 
 (R)
  MALDI-TOF Mass 
 Calcd.[M-1-1]-  Found[M-H]-
Yield(%) Entry
x 
 (R)
  MALDI-TOF Mass 
 Calcd.[M-1-1]-  Found[M-Hr
 Yield(%)
1 
2 
3 
4 
5 
6
4596.11 
4600.14 
4586.11 
4630.12 
4630.12 
4629.14
4596.13 
4600.88 
4586.41 
4630.72 
4629.21 
4628.68
64 
72 
75 
73 
74 
74
4602.54 
4630.71 
4629.49 
4644.31 
4602.01
81 
86 
80 
89 
86
.0.
,...._
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